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DESCRIPCION

Extracto de Salvia miltiorrhiza, formulacion de microgranulos del mismo, formulaciéon de microgranulos encapsulada
preparada a partir del mismo, métodos de preparacion y usos de la misma

Campo de la invencion

La presente invencién se refiere al campo de la medicina, mas en particular a un nuevo extracto de Salvia
miltiorrhiza y a su formulacién de microgranulos, asi como a una formulacion de microgranulos encapsulada
preparada a partir del mismo. Asimismo, la presente invencion se refiere a una formulacién que contiene el extracto
de Salvia miltiorrhiza mencionado anteriormente, a métodos de preparacion y usos del mimo.

Antecedentes de la invencion

La raiz de Salvia miltiorrhiza (nombre en chino: Danshen) es una raiz seca, que proviene de la raiz de Salvia
miltiorrhiza Bunge. Se ha utilizado para el tratamiento de la angina de pecho por cardiopatia coronaria (CHD,
coronary heart disease) con casi miles de afios de historia en China. El Danshen se registré por primera vez en
Classic of Shen Nong Materia Medica of E. Han Dynasty y figura en el grado superior. Se confirmé que tenia efectos
para detener el dolor haciendo circular la Qi (energia), tranquilizando la mente calmando el corazén, enfriando la
sangre eliminando el calor y eliminando la estasis activando la sangre.

Desde el siglo pasado, con el desarrollo de métodos de separacion quimica y el aumento de la fitoquimica moderna,
los componentes quimicos del Danshen se han estudiado mas a fondo.

Como se muestra en estudios, en el Danshen existen principalmente dos grupos de componentes bioactivos: una
categoria es el componente bioactivo liposoluble representado por la tanshinona y la otra es el componente bioactivo
hidrosoluble representado por el acido salviandlico. Entre los componentes bioactivos liposolubles, se demostré que
la tanshinona tenia multiples efectos antisépticos, antiinflamatorios, eliminando la estasis activando la sangre y
promoviendo la cicatrizacion. En los ultimos afios, los estudios sugirieron que se creia que el componente bioactivo
hidrosoluble era el que desemperfiaba un papel en la eliminacién de la estasis activando la sangre. Por ejemplo, el
acido salviandlico A tuvo un efecto notablemente protector sobre la lesidon de células miocardicas causada por I/R
(isquemia/reperfusion), mientras que los acidos salvianodlicos totales mostraron un efecto mas fuerte de arritmia anti
I/R. Se confirmé que el acido salviandlico A, el acido salviandlico B y los acidos salviandlicos totales tenian efectos
protectores de la lesion cerebral en ratas causada por I/R, lo que podria reducir el contenido de MDA en el tejido
cerebral. Los acidos salviandlicos no solo tenian efectos antitrombéticos, sino también un efecto protector sobre el
higado y los rifiones. Por otra parte, tenian un fuerte efecto antioxidante, lo que podria eliminar el anién superéxido y
los radicales libres, inhibir la peroxidacion lipidica etc. (Guanhua DU etc, Basic Medical Science and Clinics, 2000,
20(5): 10-14).

Ahora, el método de extraccion de la fraccion hidrosoluble del Danshen, se centré en los métodos de extraccion con
agua y después en la separacion mediante una columna de resina o de poliamida. Por ejemplo, Takashi Tanaka, etc
comunicé un método de extraccion de salvianolato (Chemical Pharmaceutical Bulletin, 1989, 37 (2), 340-344). Por
otra parte, KojiHase etc (PlantaMedica, 1997, 63, 22-26), Yaming XU etc. (patente china CN1247855A, publicada en
marzo de 2000), Ping LIU etc (patente china CN1270809A, publicada en octubre de 2000) y Lianniang LI etc
(patente china 01142288.2, publicada en septiembre de 2001) revelaron métodos similares de extraccion de acidos
salviandlicos de Danshen.

En la técnica anterior, los métodos de extraccion de Danshen generalmente se dividieron en las siguientes
categorias:

El Danshen se extrajo con agua para tener un liquido de extraccién de agua, seguido de concentracion y
precipitacion con etanol para dar el sobrenadante. El sobrenadante obtenido se concentré para obtener el extracto
en bruto de Danshen con acidos salvianélicos como componentes principales.

El Danshen se sometié a decoccion con agua para tener liquido de extraccion acuoso, seguido de concentracion y
precipitacion con etanol para dar el sobrenadante. El sobrenadante obtenido se concentré hasta cierto grado y se
hizo pasar a través de una columna de resina macroporosa o de una columna de poliamida. La columna se eluyd
con agua y etanol para dar el eluyente, que se concentré y se seco para tener el extracto con acidos salvianolicos
como componentes principales.

El Danshen se extrajo con CO2 mediante extraccion con liquidos supercriticos para dar extracto de tanshinona y el
residuo se sometié a decoccion con agua y se precipité con etanol para dar el sobrenadante. El sobrenadante
obtenido anteriormente se hizo pasar a través de una columna de resina, que se eluyd con agua y etanol para tener
el extracto hidrosoluble.

En los métodos anteriormente mencionados, se suele seleccionar una parte de las fracciones como componentes
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bioactivos, por ejemplo, los acidos salviandlicos o las tanshinonas. La utilizacion del Danshen es relativamente baja,
debido a que la otra parte de los componentes bioactivos se desaprovecha y no se extraen todos los componentes
del Danshen. Esto dara como resultado un desaprovechamiento de recursos medicinales.

El microgranulo virgen es un portador comun en la preparacion farmacéutica, que se usa en la mayoria de las
capsulas disponibles en el comercio. En primer lugar, el microgranulo virgen se carga con farmaco y se recubre para
prepararse en el microgranulo diana que tiene una propiedad de liberaciéon. Presenta buena fluidez, facilidad de
carga en capsula, pequefia diferencia cuantitativa de llenado y liberacion estable, etc. El microgranulo es muy
utilizado en el campo de la farmacia. Como portador, puede prensarse en un comprimido y cargarse en capsulas. El
microgranulo no solo mejora la estabilidad del medicamento, sino que también ajusta eficazmente la tasa de
liberacion del mismo. Como sistema de suministro de farmacos, el microgranulo tiene sus propias ventajas
terapéuticas, por ejemplo, menor estimulacién intestinal, reduccion del efecto de absorcion rapida del farmaco y
aumento de la seguridad del mismo.

La tecnologia de carga de farmacos con el microgranulo virgen se ha utilizado durante muchos afios, pero son muy
pocos los productos de la medicina tradicional china (MTC) que intervienen. La tecnologia de carga de farmacos de
la MTC, presenta mas o menos limitaciones, por ejemplo, una pequefia cantidad de carga de farmaco, inestabilidad
y escasa presencia, etc. En la bibliografia de patente se proporcionan algunos ejemplos de composiciones de
extracto de Salvia miltiorrhiza para su uso en la mejora de la microcirculacion (CN 1 827 130 A), en el tratamiento de
enfermedades cardiovasculares (CN 102 846 705 A) o en el tratamiento de afecciones isquémicas (CN 102 772 487
A). La extraccion de Salvia miltiorrhiza puede realizarse con etanol y precipitacion con agua (CN 102 846 705 A); o
mediante la preparacion adicional de acido salviandlico por medio de resinas del agua (CN 102 772 487 A). En la
bibliografia no de patente, tal como Cai et al. ("Study on Extraction And Refinement of Salvia Miltiorrhiza", archivos
chinos de medicina tradicional china, vol.11, no.30, 2012, pags. 2565-2570), se proporciona una comparacion entre
diferentes esquemas de extraccion. Sin embargo, no se sugiere una combinacion de extractos de etanol y agua. El
contenido de CN 103 127 220 Ay CN 101 773 546 A desvela un proceso de recubrimiento de lecho fluido para
Salvia miltiorrhiza.

Contenido de la invencién

Para utilizar mejor el medicamento en bruto de Danshen, aprovechando por completo el efecto farmacolégico del
Danshen, el objetivo de la presente invencion es proporcionar un extracto de Danshen con una actividad
farmacologica mas fuerte. Después de la mejora tecnoldgica, se ha desarrollado una tecnologia de carga de farmaco
apropiada para el extracto de Danshen mencionado anteriormente, y se ha preparado adicionalmente en
microgranulos de Danshen.

En la presente invencion, el extracto de Danshen se define mediante uno cualquiera de los siguientes parrafos
numerados.

1. Un extracto de Danshen (Salvia miltiorrhiza), caracterizado por que dicho extracto comprende los siguientes
componentes por parte en peso: Danshensu: acido rosmarinico: acido litospérmico: acido salviandlico B:
criptotanshinona: tanshinona IlA: estaquiosa = (0,5-16): (0,5-15): (0,5-15): (5-140): (0,5-25): (1-50): (150-600).

2. El extracto segun el parrafo 1, caracterizado por que dicho extracto comprende los siguientes componentes
por parte en peso: Danshensu: acido rosmarinico: acido litospérmico: acido salviandlico B: criptotanshinona:
tanshinona llA: estaquiosa = (1-8): (1-8): (1-8): (10-70): (1-10): (2-20): (250-500).

3. El extracto segun el parrafo 2, caracterizado por que dicho extracto comprende los siguientes componentes
por parte en peso: Danshensu: acido rosmarinico: acido litospérmico: acido salviandlico B: criptotanshinona:
tanshinona llIA: estaquiosa = (2-5): (2-5): (2-5): (25-60): (2-6): (4-10): (300-450).

4. El extracto segun el parrafo 3, caracterizado por que dicho extracto comprende los siguientes componentes
por parte en peso: Danshensu: acido rosmarinico: acido litospérmico: acido salviandlico B: criptotanshinona:
tanshinona llIA: estaquiosa = (2-4): (2-4): (2-4): (25-30): (2-5): (4-10): (330-400).

5. El extracto segun el parrafo 4, caracterizado por que dicho extracto comprende los siguientes componentes
por parte en peso: Danshensu: acido rosmarinico: acido litospérmico: acido salviandlico B: criptotanshinona:
tanshinona llA: estaquiosa = 3: 3: 3: 28: 4: 7: 370.

6. Una formulacién de microgranulos, que como principio activo (PA), comprende uno cualquiera de los extractos
de Danshen mencionados anteriormente en los parrafos 1 ~ 5.

7. El microgranulo segun el parrafo 6, caracterizado por que la densidad aparente de dicho microgranulo es de
0,6 ~ 1,3 g/ml, el area de superficie especifica es de 0,005 ~ 0,05 m?/g y el tamario de particula es de 0,5 ~
1,8 mm.
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8. El microgranulo segun el parrafo 6 o 7, caracterizado por que la densidad aparente de dicho microgranulo es
de 0,8 ~ 1,1 g/ml, el area de superficie especifica es de 0,01 ~ 0,03 m?/g y el tamario de particula es de 0,7 ~
1,2 mm.

9. Un método de preparacion de extracto de Danshen que comprende las siguientes etapas:

(1) extraer Danshen con alcohol y filtrarlo para dar liquido de extraccion alcohdlico y residuo A para su uso
posterior;

(2) Extraer el residuo A con agua, filtrarlo para dar liquido de extraccion acuoso y desechar el residuo B;

(3) Respectivamente, los liquidos de extraccion alcohdlicos y acuosos mencionados anteriormente, se enfrian
y se dejan en reposo y ambos sobrenadantes se extraen para dar el sobrenadante alcohdlico y acuoso
respectivamente;

(4) El sobrenadante de agua mencionado anteriormente se concentra para tener un liquido de extraccion de
agua concentrado;

(5) Anadir gradualmente el sobrenadante alcohdlico al liquido de extraccion acuoso concentrado, combinar y
concentrar para dar una solucién concentrada mezclada;
(6) Anadir agua purificada a la solucion concentrada mezclada, combinar bien para dar extracto de Danshen.

10. El método del parrafo 9, caracterizado por que en la etapa (1), el alcohol es etanol a una concentracion de 50
~ 100 % (v/v) en una cantidad de 2 ~ 7 veces el peso del medicamento en bruto y el tiempo de extraccion es de
0,5 ~ 4 horas.

11. El método del parrafo 9 o 10, caracterizado por que en la etapa (2), la cantidad de agua afiadida es de 3 ~ 7
veces el peso del residuo A y el tiempo de extraccion es de 0,5 ~ 4 horas.

12. Los métodos de uno cualquiera de los parrafos 9 ~ 11, caracterizados por que en la etapa (3), dicho proceso
de enfriamiento y reposo incluye las siguientes etapas: agitar el liquido de extraccion durante 20 ~ 60 min y dejar
en reposo durante 6 ~ 24 horas disminuyendo la temperatura a 15° C o a una temperatura inferior, antes de
extraer el sobrenadante.

13. Los métodos de uno cualquiera de los parrafos 9 ~ 12, caracterizados por que en la etapa (4), el
sobrenadante de agua se concentra a una densidad relativa de 1,10 ~ 1,35 para dar el liquido de extraccion de
agua concentrado.

14. Los métodos de uno cualquiera de los parrafos 9 ~ 13, caracterizados por que en la etapa (6), a la solucion
concentrada mezclada se la afiade agua purificada varias veces 101 ~ 1001, 51 ~ 50 | cada vez, se combina y se
concentra al vacio para dar el extracto con una densidad relativa de 1,25 ~ 1,35a 82,5 + 2,5° C.

15. Los métodos de uno cualquiera de los parrafos 9 ~ 14, caracterizado por que dicho método comprende las
siguientes etapas: coger Danshen molido, afiadir 400 + 12 | de etanol (90 + 0,5 %), someter a decoccién durante
90 £ 5 min, filtrar a través de un tamiz de malla 200, combinar y poner en un tanque de separacion. Para la 22
decoccion durante de 60 + 3 min., al residuo resultante se le afiaden 500 + 15 | de agua, se filtra a través de un
tamiz de malla 200 y el residuo se desecha. El liquido de extraccién acuoso se combina y se coloca en diferentes
tanques. El liquido de extraccion alcohdlico mezclado y el liquido de extraccidon acuoso mezclado se colocan en
diferentes tanques de separacion, por los que se hace pasar agua congelada para enfriar y se deja reposar.
Después de 30 minutos de agitacion, el liquido de extraccion se enfria a 15° C o a una temperatura inferior
durante 4 horas y se deja reposar durante 6 ~ 24 horas. El sobrenadante de agua y el sobrenadante de alcohol
se transfieren a los tanques respectivos. En primer lugar, el sobrenadante acuoso se concentra en liquido de
extraccion de agua concentrado con una densidad relativa de 1,25 ~ 1,30 (82,5 + 2,5°C), en el que
gradualmente se afiade el sobrenadante de alcohol y ademas se combina y se concentra. Durante el proceso de
concentracion, la densidad de la soluciéon concentrada no es inferior a 1,15. Cuando la densidad de la solucién
concentrada mezclada es >1,34, se afaden dos veces 10 | de agua purificada, 51 cada vez (45 + 5° C), se
combina, se concentra a una densidad relativa de 1,33 ~ 1,35 (82,5 + 2,5° C), y se filtra inmediatamente a través
de un tamiz de malla 40 para dar el extracto de Danshen.

16. Los métodos de uno cualquiera de los parrafos 9 ~ 15, caracterizados por que el extracto de Danshen
preparado mediante dicho método comprende los siguientes componentes por parte en peso:

Danshensu: acido rosmarinico: acido litospérmico: acido salviandlico B: criptotanshinona: tanshinona IlA:
estaquiosa = (0,5-16): (0,5-15): (0,5-15): (5-140): (0,5-25): (1-50): (150-600).
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17. El método del parrafo 16, caracterizado por que el extracto de Danshen preparado comprende los siguientes
componentes por parte en peso:

Danshensu: acido rosmarinico: acido litospérmico: acido salviandlico B: criptotanshinona: tanshinona IlA:
estaquiosa = (1-8): (1-8): (1-8): (10-70): (1-10): (2-20): (250-500).

18. El método del parrafo 17, caracterizado por que el extracto de Danshen preparado comprende los siguientes
componentes por parte en peso:

Danshensu: acido rosmarinico: acido litospérmico: acido salviandlico B: criptotanshinona: tanshinona IllA:
estaquiosa = (2-5): (2-5): (2-5): (25-60): (2-6): (4-10): (300-450).

19. El método del parrafo 18, caracterizado por que el extracto de Danshen preparado comprende los siguientes
componentes por parte en peso:

Danshensu: acido rosmarinico: acido litospérmico: acido salviandlico B: criptotanshinona: tanshinona IlA:
estaquiosa = (2-4): (2-4): (2-4): (25-30): (2-5): (4-10): (330-400).

20. El método del parrafo 19, caracterizado por que el extracto de Danshen preparado comprende los siguientes
componentes por parte en peso:

Danshensu: acido rosmarinico: acido litospérmico: acido salviandlico B: criptotanshinona: tanshinona IlA:
estaquiosa = 3: 3: 3: 28: 4: 7: 370.

21. Un método de preparacion de microgranulos que contiene extracto de Danshen que comprende las
siguientes etapas:

(1) Tomar el extracto de Danshen y el microgranulo virgen en una proporcion en peso de 1: 5~ 5: 1 para su
uso posterior;

(2) Suministro y fluidificacion: el microgranulo virgen de la férmula posolégica, se absorbe en una maquina de
recubrimiento de secado fluidificado para que el microgranulo virgen se fluidifique completamente en el lecho
fluidificado;

(3) Carga de farmaco en fase inicial: una vez que la temperatura del material alcanza los 40 ~ 60° C, se
pulveriza un liquido y se extiende sobre la superficie del microgranulo a una tasa de 70 ~ 120 g/min. Dicho
liqguido pulverizado consiste en pequefias gotitas preparadas atomizando el extracto de Danshen
premezclado obtenido diluyendo con agua el extracto de Danshen;

(4) Fase de carga del farmaco: cuando el material esta a 40 ~ 60° C, el volumen de pulverizaciéon aumenta
gradualmente con el aumento del diametro del microgranulo. El didametro del microgranulo y la tasa de
pulverizacién aumentan gradualmente para dar un granulo con un diametro de 0,5 ~ 1,8 mm.

22. El método del parrafo 21, caracterizado por que dicho método comprende adicionalmente la etapa (5):
después de la pulverizacion, el microgranulo de carga de farmaco se recubre pulverizando liquido de
recubrimiento. La temperatura del material de recubrimiento es de 40 ~ 60° C, la tasa de pulverizacion es de 40 ~
300 g/min, el tiempo de recubrimiento de 1 ~ 4 horas y la concentracion de liquido de recubrimiento de 5 ~ 25 %.

23. El método del parrafo 22, caracterizado por que dicho método comprende las siguientes etapas:

(1) Tomar el extracto de Danshen y el microgranulo virgen en una proporcidon en peso de 1: 3 ~ 3: 1,
preferiblemente de 2: 1 ~ 1: 1, para su uso posterior;

(2) Suministro y fluidificacién: a un volumen de aire de 600 ~ 1500 m3h, el microgranulo virgen se absorbe en
una maquina de recubrimiento de secado fluidificado para que el microgranulo virgen se fluidifique
completamente en el lecho fluidificado. Sin embargo, la fluidificaciéon no puede ser demasiado fuerte, para
impedir que el microgranulo virgen se desgaste y espolvoree. Debido a esto, el microgranulo virgen debe
cubrirse con las gotitas atomizadas con la pistola pulverizadora;

(3) Carga de farmaco en fase inicial: la pistola pulverizadora y la presion de pulverizacion se ajustan para
hacer que los liquidos se atomicen en pequefias gotitas. El extracto se suministra a la pistola pulverizadora
mediante una bomba dosificadora. Las presiones del chorro de aire superior e inferior se establecieron a 200
~ 300 KPa (2,0 ~ 3,0 bares) y a 250 ~ 350 KPa (2,5 ~ 3,5 bares), respectivamente. La temperatura del
material es de 50°°C. Una vez que la temperatura alcanza los 45° C, la solucién de suministro comienza a
pulverizarse a una tasa de 120 g/min;

(4) Fase de carga del farmaco: cuando el material esta a 45 ~ 55° C, el volumen de pulverizacién aumenta
gradualmente con el aumento del diametro del microgranulo, pero la velocidad maxima no supera los
400 g/min. El volumen de aire se ajusta de acuerdo con el estado fluidificado del microgranulo;
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(5) Recubrimiento: después de la carga del farmaco, el liquido de recubrimiento se pulveriza directamente
para realizar el recubrimiento. Inicialmente, la temperatura del material se establece a 50° C y la tasa de
pulverizacién a 80 g/min. Después de 20 minutos de recubrimiento, la tasa de pulverizacion puede ajustarse a
80-150 g/min., la temperatura del material se regula a 40-55° C. La tasa de infusion, el volumen de aire y la
temperatura del material se ajustan de acuerdo con la adhesion del microgranulo.

24. El método del parrafo 23, caracterizado por que la solucién de extracto medicinal se prepara por dilucién de
extracto de Danshen con agua. La proporcion en peso del extracto de Danshen con respecto al agua es de 100:
60-100, preferiblemente de 100: 70-90, mas preferiblemente de 100: 75-85.

25. Los métodos de uno cualquiera de los parrafos 21 ~ 24, caracterizados porque dicho microgranulo es el
microgranulo de uno cualquiera de los parrafos 6 ~ 8.

26. Los extractos de Danshen de uno cualquiera de los parrafos 1 - 5 o la formulacién de microgranulos de uno
cualquiera de los parrafos 6 - 8, para su uso en la mejora de la microcirculacion o la reduccion de lipidos en la
sangre.

En la presente invencion, el extracto de Danshen comprende componentes de Danshen tanto hidrosolubles como
liposolubles. Mediante el ajuste del proceso, los componentes hidrosolubles y liposolubles se dispersan
uniformemente en dicho extracto de Danshen. Por otro lado, la secuencia de concentracion y la densidad relativa se
establecen en el presente método, lo que efectivamente impedira una concentracién reducida de tanshinona
causada por la concentracion prolongada a alta temperatura. Los componentes liposolubles de Danshen se
conservan eficazmente después de extraer Danshen con alcohol, lo que puede mejorar la estabilidad del extracto. La
adicién de agua en una fase posterior de concentracién para concentrarse conjuntamente puede reducir los
disolventes organicos residuales en el extracto.

En la presente invencién, como se muestra en el resultado de la prueba de eficacia, el extracto de Danshen mostré
sus efectos de mejorar significativamente la angiectasia de la microcirculacion auricular capilar en ratones,
mejorando aun mas la microcirculacién. Por otro lado, como se muestra en el resultado de la prueba de eficacia, el
extracto de Danshen tiene el efecto de reducir los lipidos en la sangre.

En la presente invencion, la formulacion de microgranulos presenta menos portadores y una dosis Unica mas
pequefia, generalmente de 0,1 ~ 4 g cada vez. Morfolégicamente, tiene forma regular de una particula esférica o
esferoidal con una superficie lisa. Dicha formulacion de microgranulos tiene excelentes propiedades fisicas, por
ejemplo, buena fluidez, tamafio de particula bien distribuido, textura compacta y resistencia a la compresion,
resistencia a la abrasion, alta densidad (densidad aparente: 0,6-1,3 g/ml), pequefia area de superficie especifica
(0,005-0,05m?/g, preferiblemente 0,01-0,03m?/g) y corto limite de desintegracion. Estas propiedades no solo pueden
mejorar el cumplimiento de los pacientes, sino que también permiten promover el uso real de la tecnologia de
recubrimiento, resolviendo asi los problemas de la facil absorcion de la humedad y la inestabilidad. Por otra parte,
ademas de utilizarse como un granulo normal, dicho microgranulo de la presente invencién puede utilizarse para un
producto inmediato, para granulos de férmula o para cargarse en capsulas. Ademas, dicho microgranulo puede
prepararse en varios tipos de formas de dosificacion de recubrimiento, formulacién de liberacidon sostenible o
controlada y formulacién de suministro de farmacos en sitios especificos, etc.

Descripcion de los dibujos
La figura 1 es un diagrama comparativo de extractos de Danshen preparados mediante dos formas de
concentracion diferentes: (1) adhesion al matraz después de desechar el extracto de Danshen; (2) matraz de
lavado con agua; (3) matraz de lavado con alcohol al 95 %. En donde, (a) se mostré que el liquido de extraccion
alcohdlico se concentrd primero y se afadié con el liquido de extraccion acuoso; (b) se mostré que el liquido de
extraccion acuoso se concentrd primero y se afiadié gradualmente con liquido de extraccion alcohdlico.
La figura 2 es el diagrama de recubrimiento mediante dos formas de concentracion diferentes.

La Fig. 3 es una curva de concentracion y mortalidad del pez cebra con respecto al extracto de Danshen.

La Fig. 4 muestra la region cuantitativamente analitica de lipidos en sangre en el pez cebra, en el que el lipido en
sangre se analizd cuantitativamente dentro de la region de la linea continua.

La figura 5 muestra la tincion de grasa vascular en la cola del pez cebra 48 horas después del tratamiento con
diferentes concentraciones.

La figura 6 es un grafico de barras de la reduccion de lipidos en sangre en el pez cebra, causada por el extracto
de Danshen preparado a diferentes concentraciones.

Realizaciones
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En una realizacion de esta invencion, en la etapa (3) del método preparativo del extracto de Danshen, enfriamiento y
reposo significa que el extracto se agita durante 20 ~ 60 minutos disminuyendo su temperatura a 15° C o a una
temperatura inferior, se deja que el extracto repose durante 6 ~ 24 horas y se extrae el sobrenadante. Al enfriar a
temperatura ambiente o a una temperatura inferior, las impurezas se pueden eliminar rapidamente, por ejemplo,
particulas contaminantes. La baja temperatura puede acortar el tiempo de reposo, que es aplicable a la
industrializacién, garantizando la estabilidad de la tanshinona y de los acidos salviandlicos.

En una realizacion de esta invencion, en la etapa (5) del método preparativo del extracto de Danshen, al liquido de
extraccion de agua concentrado se le afiade gradualmente el sobrenadante de alcohol de la etapa (3), combinado y
concentrado a presion reducida para dar el liquido concentrado mezclado con una densidad relativa 21,20. Si el
sobrenadante de alcohol se concentra primero solo, las tanshinonas seran propensas a la precipitacion y
aglomeracion a medida que disminuya la concentracion de alcohol en el liquido, finalmente adhiriéndose a la pared
del dispositivo. En el presente método, al liquido de extraccion de agua concentrado se le afiade gradualmente el
sobrenadante de alcohol, combinado y concentrado, lo que hara que las tanshinonas del sobrenadante de alcohol se
dispersen bien en un liquido de extraccion de agua concentrado. Debido a esto, se muestra que el extracto
preparado mediante el modo de concentracion de la presente invencion, tiene un tamaio de particula uniforme, que
impide eficazmente la disminucién de la concentracion de las tanshinonas causada por la concentracién a alta
temperatura prolongada y conserva una recuperacion relativamente alta de los componentes liposolubles
preparados por extraccion con alcohol. En la produccioén real, el extracto tiene un simple requisito para el equipo de
limpieza, es facil de operar y factible de industrializar. Lo que es mas importante aun, sera beneficioso para la
formulacién posterior. A continuacion, los experimentos se proporcionan para elaborar los efectos de diferentes
formas de concentracién sobre las propiedades de los extractos de Danshen.

En una realizacion de esta invencion, en la etapa (6) del método preparativo del extracto de Danshen, A la solucion
concentrada mezclada, se la afiaden dos veces 10 litros de agua purificada, 51 cada vez, se combinan y se
concentran a presion reducida a una densidad relativa de 1,25-1,35 a 82,5 + 2,5° C y se filtra inmediatamente para
dar extracto de Danshen. La adicién de agua tiene como objetivo evaporar el alcohol, controlar los residuos de
alcohol y mejorar la calidad del extracto de Danshen. A través del método de la invencion el producto puede cumplir
el requisito de la UE para el alcohol residual del extracto (0,5 %).

El extracto de Danshen de la presente invencién se analizé mediante el método desvelado en la técnica anterior.

(1) Determinacion de tanshinona IlA y criptotanshinona (en relaciéon con elementos de la Raiz de Salvia miltiorrhiza
en la Farmacopea China (2010))

Las condiciones cromatograficas y la idoneidad del sistema estuvieron presentes de la siguiente manera: como
material de relleno se utilizé una columna C+g; como fase movil se utilizé metanol-agua (75:25); y la longitud de onda
de deteccioén era de 270 nm. El numero tedrico de placa calculado para el pico de tanshinona IIA no fue inferior a
2000.

Preparacion de solucion estandar: una cantidad apropiada de criptotanshinona y tanshinona IIA se pesd con
precision y se colocé en un matraz aforado marrén y se afiadié metanol para dar la solucién estandar que contenia
16 ug por ml de criptotanshinona y tanshinona IIA.

Preparacion de la solucién de muestra: se tomaron aproximadamente 0,2 g de extracto de Danshen, se pesaron con
precision y se colocaron en un matraz aforado de 10 ml. Se afiadid metanol para disolverlo mediante ultrasonido
durante 30 minutos, se enfrid a temperatura ambiente, continuado por la adiciéon de metanol al volumen, se agito y
se paso a través de una membrana organica de 0,22 ym para dar la solucion de la muestra.

Método de ensayo: se extrajeron con precision 5 pl de solucién estandar y solucion de muestra, respectivamente, se
inyectaron en HPLC y se midi6 para dar el resultado.

(2) Determinacion de acidos salviandlicos

Las condiciones cromatograficas y la idoneidad del sistema estuvieron presentes de la siguiente manera: como
material de relleno se utilizé una columna Cqg (2,1 x 100 mm, 1,8 um); como fase mévil A se utilizé una soluciéon
acuosa de acido sulfurico al 0,05 % (ml/ml), como fase mévil B una solucion de acetonitrilo por elucion en gradiente
de acuerdo con la Tabla 1; caudal a 0,4 ml/min; longitud de onda de deteccién a 280 nm, temperatura de la columna
a 40° C y tiempo de grabacién durante 12 min. El nimero tedrico de placa calculado para el pico de Danshensu no
fue inferior a 8000.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2810325713

Tabla 1: gradiente de elucion para la determinacion de acidos salviandlicos

Tiempo | A (solucién de acido fosférico al 0,05 %) (%) | B (acetonitrilo) (%)
0-1,6 93—-82 7—18

1,6-1,8 82-79,2 18—20,8

1,8-6,1 79,2—75 20,825

6,1-8,0 75—-65 2535

8,0-85 |65—10 35-10

8,5-10,5 |10 90

10,5-11,0 | 10—93 907

11,0-12,0 | 93 7

Preparacion de solucion estandar: una cantidad apropiada de Danshensu, acido rosmarinico, acido litospérmico y
acido salviandlico B, se peso con precision y se colocd en un matraz aforado de 100 ml. Se afiadié metanol al 75 %
para disolver hasta el volumen y se agité hasta dar la solucidon estandar a una concentracion de 0,03, 0,04, 0,04,
0,5 mg/ml.

Preparacion de la solucion de muestra: se pesaron con precision aproximadamente 0,1 g de sustancia de muestra,
se colocaron en un matraz aforado de 10 ml y se afiadi6 agua purificada para disolverlo mediante ultrasonido
durante 15 minutos. Se afadié agua hasta el volumen y se paso a través de una membrana de agua de 0,22 ym
para dar la solucién de muestra.

Método de ensayo: se extrajeron con precision 2 pl de solucién estandar y solucién de muestra respectivamente y se
inyectaron en HPLC para determinar mediante un método estandar externo.

(3) Determinacion de estaquiosa

Condiciones cromatograficas e idoneidad del sistema

Condiciones cromatograficas de la columna de amino:

columna de amino Hypersil-NH2 (4,6 mmx250 mm, 5 pm), Dalian Elite, temperatura de la columna a 40° C; como
fase movil se utilizd acetonitrilo-agua (v:v=70:30); caudal a 1,0 ml/min.

Preparacion de solucion estandar: una cantidad apropiada de estaquiosa se peso con precision y se colocd en un
matraz aforado de 10 ml. Se afiadi6é agua para disolver hasta el volumen para dar la soluciéon madre de estaquiosa a
una concentracion de 5 mg/ml.

Preparacion de la solucién de muestra: Se pesaron con precision 0,1 g de sustancia de muestra, se colocaron en un
matraz aforado de 10 ml y se afiadié agua purificada para disolverlo mediante ultrasonido durante 15 minutos. Se
afiadié agua hasta el volumen y se pasé a través de una membrana de agua de 0,22 ym para dar la solucién de
muestra.

Método de ensayo: se extrajeron con precision 2 pl de solucion estandar y solucién de muestra respectivamente y se
inyectaron en HPLC para determinar mediante un método estandar externo.

En una realizacion de esta invencion, el microgranulo virgen, también conocido como granulo virgen o granulo
medicinal, como se conoce en la técnica anterior, esta disponible en el comercio. Los nucleos de granulos
medicinales incluyen principalmente granulos medicinales (tipo sacarosa), granulos de celulosa microcristalina y
granulos de almidon, etc. Dicho microgranulo virgen de la presente invencion es uno seleccionado de granulo de
almidon, granulo de PEG-6000, granulo de sacarosa o granulo de celulosa microcristalina, preferiblemente granulo
de almidén o granulo de PEG-6000. Este granulo muestra una serie de ventajas, como la alta carga de farmaco, facil
de recubrir, facil de controlar y factible de industrializar.

En una realizacion de esta invencion, el microgranulo de carga de farmaco puede prepararse en capsulas de granulo
después de un procesamiento adicional. Dicho microgranulo esta recubierto, tamizado para dar microgranulos
recubiertos, que se carga en capsulas vacias para obtener la capsula de granulos de la MTC.

Ejemplos

Los siguientes ejemplos experimentales se ofrecen solo con el fin de ilustrar adicionalmente la presente invencion.

A menos que se indique otra cosa, en la presente invencion, % y %o, se refiere a relacion en peso.

Experimento 1: efecto de diferentes formas de concentracién sobre el extracto Danshen
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Los siguientes experimentos se llevaron a cabo para investigar el efecto de las diferentes formas de concentracion
en una serie de propiedades del rasgo, la distribucion de las particulas y la constitucion del acido salviandlico.

Se pesaron con precision 450 g de Danshen, se extrajo 4 veces con etanol al 90 % durante 1,5 horas y se filtré para
dar la soluciéon de extracto; los residuos resultantes se sometieron a reflujo 5 veces con agua durante 1 hora, se
filtraron, para tener liquido de extraccion alcohdlico y liquido de extraccién acuoso. En cada experimento la
extraccion se repitié dos veces en paralelo.

1¢" esquema: en primer lugar, el liquido de extraccion alcohdlico se concentrd, seguido de adicion gradual de liquido
de extraccion acuoso concentrado, combinado y concentrado para dar el extracto con un grado de azlcar de 86 *
2 %.

2° esquema: en primer lugar, el liquido de extraccion acuoso se concentrd hasta un grado de azlcar de 84 + 2 %,
seguido de adicion del liquido de extraccion alcohdlico, combinado y concentrado para dar el extracto con un grado
de azucar de 86 + 2 %.

En primer lugar, después de desechar el extracto de Danshen, se investigo la adhesion al matraz (Fig. 1 (1)), del
matraz lavado con agua (Fig. 1 (2)) y del matraz lavado con alcohol al 95 % (Fig. 1 (3)), para comparar las ventajas y
desventajas entre los dos esquemas. Se obtuvieron los siguientes resultados:

Como se muestra en la Fig. 1 (1), en el 1°" esquema una gran cantidad de escoria negra y la adhesion al matraz
fueron importantes y en el 2° esquema la cantidad de escoria era pequefa y uniforme. El extracto mediante el
modo de concentracion del 2° esquema tenia mejor caracter.

Como se muestra en la Fig. 1 (2), en el 1°" esquema una gran cantidad de escoria negra y la adhesion al matraz
fueron importantes y en el 2° esquema habia una menor adhesién sobre las paredes. El modo de concentracion
del 2° esquema tuvo un mejor efecto al lavarlo con agua sobre el equipo.

Como se muestra en la Fig. 1 (3), el liquido de lavado con etanol al 95 % tenia un color intenso en el 1" esquema
y mas claro en el 2° esquema.

En resumen, en cuanto a la propiedad de presencia del extracto de Danshen y el posterior lavado del equipo
mecanico, el modo de concentracion del 2° esquema es una mejor opcién, concretamente, primero se concentro el
liguido de extraccion acuoso, seguido de adicién gradual de liquido de extraccion alcohdlico, combinado y
concentrado.

Como se muestra en la figura 2, visto desde las imagenes del recubrimiento del extracto de Danshen, se descubrio
que la escoria negra grande precipitaba en el extracto de Danshen del 1°" y que la escoria pequefia, que tuvo menos
efecto sobre la formulacién posterior, se distribuia uniformemente en el extracto de Danshen del 2° esquema.

Por otra parte, la distribuciéon del tamafio de particula en los extractos de Danshen obtenidos mediante los dos
esquemas, se midié con un tamiz farmacopeico.

Se tomaron 50 g de extracto de Danshen de cada lote respectivo, a los que se afiadié agua 5 veces para disolverlos
y dar liquidos de extracto. Los liquidos resultantes se hicieron pasaron a través de tamices farmacopeicos n°® 1-8
(tamices apilados secuencialmente), se lavaron con aproximadamente 500 ml de agua destilada y se observo la
distribucion del tamafo de particula en cada tamiz. Después de esto, las particulas presentes en cada tamiz se
lavaron, se recogieron, se filtraron con una bomba de aire y se pesaron en seco junto con el papel de filtro. Los
resultados se observan en la Tabla 2.

Tabla 2: analisis del tamafio de particula en extractos de Danshen mediante dos modos de concentracion

Tamiz farmacopeico 1¢" esquema (%o) | 2° esquema (%o)
n.° 1 (malla 10) 32,98 -

n.° 2 (malla 24) 7,58 -

n.° 3 (malla 50) 5,57 -

n.° 4 (malla 65) 1,09 -

n.° 5 (malla 80) 0,13 -

n.° 6 (malla 100) 0,49 0,05

n.° 7 (malla 120) 0,11 0,43

n.° 8 (malla 150) 0,28 6,32

n.° 8 % de fraccion de tamano inferior | 95,18 % 99,32 %
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Como se muestra en la Tabla 2, de acuerdo con el tamafio de particula y el orden en el que aparecen las particulas
mas grandes, las propiedades del extracto de Danshen del 2° esquema eran mejores que las del 1°" esquema. Por
tanto, la forma de concentracion del 2° esquema era una mejor opcion. El liquido de extraccién acuoso se concentrd
primero, seguido de adicién gradual de liquido de extraccion alcohdlico, combinado y concentrado.

A continuacion se presentan los ejemplos 1 ~ 6 que son ejemplos de preparacion de extractos de Danshen.
Ejemplo 1: preparacion de extracto de Danshen
El extracto de Danshen se preparé mediante un método que consistia en las siguiente etapas:

Durante 2 horas, el Danshen se sometié a reflujo 5 veces con etanol (75 %) y se filtré para dar liquido de
extraccion etandlico y se dejo el residuo A para su uso posterior;

El residuo A se extrajo 5 veces con agua durante 2 horas, se filtré para dar liquido de extracciéon acuoso y el
residuo B se desecho;

Respectivamente, el liquido de extraccion etandlico obtenido en la etapa (1) se agité durante 30 minutos, se
enfrié a 15° C o a una temperatura inferior, se dejo reposar durante 12 horas y se extrajo el sobrenadante para
dar el sobrenadante etandlico; el liquido de extraccion acuoso obtenido en la etapa (2) se agité durante 30 min.,
se enfrid a 15° C o a una temperatura inferior, se dejé reposar durante 12 horas y se extrajo el sobrenadante
para dar el sobrenadante acuoso;

El sobrenadante acuoso se concentré para tener liquido de extracciéon acuoso concentrado con una densidad
relativa de 1,20 ~ 1,30;

Al liquido de extraccion acuoso concentrado se le afiadio gradualmente el sobrenadante etandlico obtenido en la
etapa (3), se combind y se concentr6 a presion reducida para dar una solucidon concentrada mezclada con una
densidad relativa 21,20, durante la concentracion, la densidad relativa se mantuvo a no menos de 1,10;

A la solucion concentrada mezclada se la afiadié dos veces 50 litros de agua purificada, 251 cada vez, se
combind bien, se concentrd a presion reducida a una densidad relativa de 1,25-1,35 (82,5 + 2,5° C) y se filtré
inmediatamente para dar extracto de Danshen.

Ejemplo 2: preparacion de extracto de Danshen

El extracto de Danshen se preparé mediante un método que consistia en las siguiente etapas:

(1) Durante 0,5 horas, el Danshen se sometié a reflujo 2 veces con etanol (50 %) y se filtré para dar liquido de
extraccion etandlico y se dejo el residuo A para su uso posterior;

(2) El residuo A se extrajo 2 veces con agua durante 0,5 horas, se filtré para dar liquido de extraccion acuoso y el
residuo B se desecho;

(3) Respectivamente, el liquido de extraccion etandlico obtenido en la etapa (1) se agitd durante 20 minutos, se
enfrié a 15° C o a una temperatura inferior, se dejé reposar durante 6 horas y se extrajo el sobrenadante para dar
el sobrenadante etandlico; el liquido de extraccion acuoso obtenido en la etapa (2) se agité durante 20 min., se
enfrié a 15° C o a una temperatura inferior, se dejé reposar durante 6 horas y se extrajo el sobrenadante para dar
el sobrenadante acuoso;

(4) El sobrenadante acuoso se concentré para tener liquido de extraccidon acuoso concentrado con una densidad
relativa de 1,20;

(5) Al liquido de extraccion acuoso concentrado se le afiadié gradualmente el sobrenadante etandlico obtenido
en la etapa (3), se combind y se concentrd a presion reducida para dar una solucion concentrada mezclada con
una densidad relativa 21,20, durante la concentracion, la densidad relativa se mantuvo a no menos de 1,10;
(6) A la solucién concentrada mezclada se la afadié dos veces 10 | de agua purificada, 5 | cada vez, se combind
bien, se concentro a presion reducida a una densidad relativa de 1,25 (82,5 + 2,5° C) y se filtr6 inmediatamente
para dar extracto de Danshen.

Ejemplo 3: preparacion de extracto de Danshen

El extracto de Danshen se preparé mediante un método que consistia en las siguiente etapas:

(1) Durante aproximadamente 4 horas, el Danshen se sometié a reflujo 7 veces con etanol (100 %) y se filtrd
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para dar liquido de extraccién etandlico y se dejo el residuo A para su uso posterior;

(2) El residuo A se extrajo 7 veces con agua durante aproximadamente 4 horas, se filtrd para dar liquido de
extraccion acuoso y el residuo B se desecho;

(3) Respectivamente, el liquido de extraccion etandlico obtenido en la etapa (1) se agitd durante 60 minutos, se
enfrié a 15° C o a una temperatura inferior, se dejo reposar durante 24 horas y se extrajo el sobrenadante para
dar el sobrenadante etandlico; el liquido de extraccion acuoso obtenido en la etapa (2) se agité durante 60 min.,
se enfrid a 15° C o a una temperatura inferior, se dejé reposar durante 24 horas y se extrajo el sobrenadante
para dar el sobrenadante acuoso;

(4) El sobrenadante acuoso se concentré para tener liquido de extraccidon acuoso concentrado con una densidad
relativa de 1,30;

(5) Al liquido de extraccion acuoso concentrado se le afiadié gradualmente el sobrenadante etandlico obtenido
en la etapa (3), se combind y se concentroé a presion reducida para dar una solucion concentrada mezclada con
una densidad relativa 21,20, durante la concentracion, la densidad relativa se mantuvo a no menos de 1,10;

(6) A la solucion concentrada mezclada se anadieron 100 | de agua purificada, 50 | cada vez, se combind bien,
se concentré a presion reducida a una densidad relativa de 1,35 (82,5 + 2,5° C) y se filtr6 inmediatamente para
dar extracto de Danshen.

Ejemplo 4: preparacion de extracto de Danshen

El extracto de Danshen se preparé mediante un método que consistia en las siguiente etapas:

(1) Durante aproximadamente 2 horas, el Danshen se sometio a reflujo 5 veces con etanol (75 %) y se filtré para
dar liquido de extraccién etandlico y se dejo el residuo A para su uso posterior;

(2) El residuo A se extrajo 5 veces con agua durante aproximadamente 2 horas, se filtrd para dar liquido de
extraccion acuoso y el residuo B se desecho;

(3) Respectivamente, el liquido de extraccion etandlico obtenido en la etapa (1) se agité durante 30 minutos, se
enfrié a 15° C o a una temperatura inferior, se dejo reposar durante 12 horas y se extrajo el sobrenadante para
dar el sobrenadante etandlico; el liquido de extracciéon acuoso obtenido en la etapa (2) se agité durante 30 min.,
se enfrid a 15° C o a una temperatura inferior, se dejé reposar durante 12 horas y se extrajo el sobrenadante
para dar el sobrenadante acuoso;

(4) El sobrenadante acuoso se concentro para tener liquido de extraccion acuoso concentrado con una densidad
relativa de 1,20 ~ 1,30;

(5) Al liquido de extraccion acuoso concentrado se le afiadié gradualmente el sobrenadante etandlico obtenido
en la etapa (3), se combind y se concentrd a presion reducida para dar una solucion concentrada mezclada con
una densidad relativa 21,20;

(6) A la solucién concentrada mezclada se la afadieron dos veces 50 | de agua purificada, 25| cada vez, se
combind bien y se concentrd a presion reducida a una densidad relativa de 1,25 ~ 1,35 (82,5 + 2,5° C) y se filtro
inmediatamente para dar extracto de Danshen.

Ejemplo 5: preparacion de extracto de Danshen

El extracto de Danshen se preparé mediante un método que consistia en las siguiente etapas:

(1) Durante aproximadamente 2 horas, el Danshen se sometio a reflujo 5 veces con etanol (75 %) y se filtré para
dar liquido de extraccion etandlico y se dejo el residuo A para su uso posterior;

(2) El residuo A se extrajo 5 veces con agua durante aproximadamente 2 horas, se filtrd para dar liquido de
extraccion acuoso y el residuo B se desecho;

(3) Respectivamente, el liquido de extraccion etandlico obtenido en la etapa (1) se agitd durante 30 minutos, se
enfrié a 15° C o a una temperatura inferior, se dejo reposar durante 12 horas y se extrajo el sobrenadante para
dar el sobrenadante etandlico; el liquido de extraccion acuoso obtenido en la etapa (2) se agité durante 30 min.,
se enfrid a 15° C o a una temperatura inferior, se dejé reposar durante 12 horas y se extrajo el sobrenadante
para dar el sobrenadante acuoso;

(4) El sobrenadante de agua se concentré para tener liquido de extraccién acuoso concentrado con una
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densidad relativa de 1,20 ~ 1,30;

(5) Al liquido de extraccion acuoso concentrado se le afiadié gradualmente el sobrenadante etandlico obtenido
en la etapa (3), se combind y se concentrd a presion reducida para dar una solucion concentrada mezclada con
una densidad relativa 21,20, durante la concentracion, la densidad relativa se mantuvo a no menos de 1,10;

(6) A la solucién concentrada mezclada se la afadieron dos veces 50 | de agua purificada, 25| cada vez, se
combind bien y se concentrd a presion reducida a una densidad relativa de 1,25 ~ 1,35 (82,5 + 2,5° C) y se filtro
inmediatamente para dar extracto de Danshen.

Ejemplo 6: preparacion de extracto de Danshen

Extracto de Danshen: el Danshen se cort6. La presencia del medicamento en bruto se reviso y se peso para su uso
posterior.

Secuencia de introduccidon de materiales: El Danshen se cortd, se introdujo y se sometié a decoccién con etanol al
90 £ 0,5 % por primera vez y con agua Ol (de osmosis inversa) de primer paso por segunda vez, como disolvente de
extraccion.

Extraccion:

Un lote de producto se incluyd en dos tanques de extraccion. De acuerdo con la férmula, se pesaron 100 kg de
Danshen cortado y se colocaron respectivamente en cada uno de los tanques, se sometieron a decoccion con 400 +
121 de etanol (90 0,5 %) durante 90 + 5 min y se filtraron a través de un tamiz de malla 200 para proporcionar los
liquidos de extraccion. Los liquidos de los dos tanques se combinaron y se colocaron en un tanque de separacion. El
residuo resultante se extrajo con 500 + 15| de agua durante 60 + 3 minutos por segunda vez, se filtr6 a través de un
tamiz de malla 200 y el residuo se desechd. Los liquidos de extraccion acuosos en dos tanques se combinaron y se
colocaron en dos tanques de separacion diferentes.

Enfriamiento y reposo:

Las soluciones mezcladas de etanol y agua de Danshen se colocaron en diferentes tanques de separacion, que se
enfriaron haciendo pasar agua congelada y se dejaron en reposo para dar el liquido de extraccion. El liquido de
extraccion resultante se agité durante 30 minutos, una vez que la temperatura disminuyé a 15°C o a una
temperatura inferior, se dejé en reposo durante 6 ~ 24 horas. Los sobrenadantes de extraccion etandlicos y acuosos
de Danshen se colocaron respectivamente en diferentes tanques de separacion.

Concentracion:

el liquido de extraccidon acuoso de Danshen se concentré primero a una densidad relativa de 1,25 ~ 1,30 (82,5 +
2,5°C), en el que se anadié6 gradualmente sobrenadante etandlico de Danshen y se concentr6. Durante la
concentracion, la densidad relativa no fue inferior a 1,15. Una vez que la densidad relativa del liquido de extraccion
mezclado de Danshen era de = 1,34, se afiadieron dos veces 10 | de agua purificada, 51 (45 + 5° C) cada vez, se
combind, se concentré a una densidad relativa de 1,33 ~ 1,35 (82,5 + 2,5° C) y se filtré a través de un tamiz de malla
40 inmediatamente para dar extracto de Danshen.

Los extractos de Danshen de los Ejemplos 1~6 se determinaron mediante el método de la presente invencidon y en la
Tabla 3 se muestran los resultados.

Tabla 3: determinacion de los extractos de Danshen

Ej. | Componentes (mg/g)
Danshensu | acido acido acido criptotanshinona | tanshinona | estaquiosa
rosmarinico litospérmico salvianolico B 1A

1 (05 0,5 0,5 5,2 0,5 1,5 150,5
2 16,7 15,2 15,5 140,1 254 50,2 600,1
3 |12 1,4 1,7 10,2 1,1 2,2 250,4
4 |5,03 4,71 4,19 35,32 5,67 9,36 4259
5 18,2 8,4 7,8 139,2 9,6 20,5 597,5
6 |3,1 3,0 3,1 27,7 4,0 6,9 370,4

El extracto de Danshen del Ejemplo 6 se utilizo en los siguientes Ejemplos 7 ~ 11 para preparar el microgranulo de
Danshen basandose en las siguientes condiciones:
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Materias primas:

extracto de Danshen 32,5 kg
microgranulo virgen de almidéon o PEG-6000 16,0 kg
Opadry 85G66817 1,5 kg

Preparacion de liquido medicinal de extracto de Danshen: el extracto de Danshen se colocd en un tanque de
premezclado, en el que se afadio 0,7 ~ 0,9 veces agua, se agité durante 30 minutos o mas para dar el liquido
medicinal de extracto.

Carga de farmaco del microgranulo virgen de almidon: la presion de atomizacion y la pistola pulverizadora se
ajustaron para hacer que el liquido medicinal se atomizara en gotitas finas.

Ejemplo 7: preparacion de microgranulo de carga de farmaco

Suministro y fluidificacion: el microgranulo virgen se absorbi6 en una maquina de recubrimiento de secado
fluidificado con un volumen de aire a 600 m%h para que el microgranulo virgen se fluidifique completamente en el
lecho fluidificado; sin embargo, la fluidizacion no fue demasiado fuerte, para impedir que el microgranulo virgen se
desgaste y espolvoree.

Carga de farmaco en fase inicial: la pistola pulverizadora se ajust6 para poder atomizar bien. El liquido de extraccion
se suministré con una bomba dosificadora a la pistola pulverizadora. Respectivamente, las presiones del chorro de
aire superior e inferior se establecieron a 200 KPa y 250 KPa (2,0 bares y 2,5 bares). La temperatura del material fue
de aproximadamente 50° C. Una vez que la temperatura alcanzé 45° C, la solucidon de suministro comenzé a
pulverizarse a una tasa de pulverizacion de 70 g/min.

Fase de carga de farmaco: cuando el material estaba a 50° C, el volumen de pulverizacion aumenta gradualmente
con el aumento del diametro del microgranulo, pero la velocidad maxima no superé los 400 g/min. El volumen de aire
se ajustd de acuerdo con el estado fluidificado del microgranulo.

Recubrimiento: después de la carga del farmaco, el liquido de recubrimiento se pulverizé directamente para realizar
el recubrimiento. Inicialmente, la temperatura del material se ajusté a 50° C y la tasa de pulverizacion a 40 g/min.
Después de 20 minutos de recubrimiento, la tasa de pulverizacion se ajustd a 80 g/min., la temperatura del material
se regula a 40° C. La tasa de infusién, el volumen de aire y la temperatura del material se ajustaron de acuerdo con
la adhesion del microgranulo.

En donde, el liquido de extraccion medicinal se prepard con extracto de Danshen y agua en una proporcién en peso
de 100: 90.

Ejemplo 8: preparacion de microgranulo de carga de farmaco

Suministro y fluidificacion: el microgranulo virgen se absorbi6 en una maquina de recubrimiento de secado
fluidificado con un volumen de aire a 1500 m%h para que el microgranulo virgen se fluidifique completamente en el
lecho fluidificado;

Carga de farmaco en fase inicial: la pistola pulverizadora se ajust6 para poder atomizar bien. El liquido de extraccion
se suministré con una bomba dosificadora a la pistola pulverizadora. Respectivamente, las presiones del chorro de
aire superior e inferior se establecieron a 300 KPa y 350 KPa (3,0 bares y 3,5 bares). La temperatura del material fue
de aproximadamente 50° C. Una vez que la temperatura alcanzé 45° C, la solucidon de suministro comenzé a
pulverizarse a una tasa de pulverizacion de 120 g/min.

Fase de carga de farmaco: cuando el material estaba a 55° C, el volumen de pulverizacion aumenta gradualmente
con el aumento del diametro del microgranulo, pero la velocidad maxima no supera los 400 g/min. El volumen de aire
se ajustd de acuerdo con el estado fluidificado del microgranulo.

Recubrimiento: después de la carga del farmaco, el liquido de recubrimiento se pulverizé directamente para realizar
el recubrimiento. Inicialmente, la temperatura del material se ajusté a 50° C y la tasa de pulverizacion a 80 g/min.
Después de 20 minutos de recubrimiento, la tasa de pulverizacion se ajustd a 150 g/min., la temperatura del material
se regula a 55° C. La tasa de infusion, el volumen de aire y la temperatura del material se ajustaron de acuerdo con
la adhesion del microgranulo.

En donde, el liquido de extraccion medicinal se prepard con extracto de Danshen y agua en una proporcién en peso
de 100: 70.

Ejemplo 9: preparacion de microgranulo de carga de farmaco
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Suministro y fluidificacion: el microgranulo virgen se absorbié en una maquina de recubrimiento de secado
fluidificado con un volumen de aire a 1500 m%h para que el microgranulo virgen se fluidifique completamente en el
lecho fluidificado;

Carga de farmaco en fase inicial: la pistola pulverizadora se ajust6 para poder atomizar bien. El liquido de extraccion
se suministré con una bomba dosificadora a la pistola pulverizadora. Respectivamente, las presiones del chorro de
aire superior e inferior se establecieron a 300 KPa y 350 KPa (3,0 bares y 3,5 bares). La temperatura del material fue
de aproximadamente 50° C. Una vez que la temperatura alcanzé 45° C, la solucidon de suministro comenzé a
pulverizarse a una tasa de pulverizacion de 120 g/min.

Fase de carga de farmaco: cuando el material estaba a 55° C, el volumen de pulverizacion aumenta gradualmente
con el aumento del diametro del microgranulo, pero la velocidad maxima no supera los 400 g/min. El volumen de aire
se ajustd de acuerdo con el estado fluidificado del microgranulo.

Recubrimiento: después de la carga del farmaco, el liquido de recubrimiento se pulverizé directamente para realizar
el recubrimiento. Inicialmente, la temperatura del material se ajusté a 50° C y la tasa de pulverizacion a 80 g/min.
Después de 20 minutos de recubrimiento, la tasa de pulverizacion se ajustd a 150 g/min., la temperatura del material
se regula a 55° C. La tasa de infusién, el volumen de aire y la temperatura del material se ajustaron de acuerdo con
la adhesion del microgranulo.

En donde, el extracto de Danshen, como extracto, y el microgranulo de almidén, como microgranulo virgen, estaban
en una proporcion en peso de 2:1; el liquido medicinal se preparé con extracto de Danshen y agua en una
proporcion en peso de 100:82.

Ejemplo 10: preparacion de microgranulo de carga de farmaco

Suministro y fluidificacion: el microgranulo virgen se absorbi6 en una maquina de recubrimiento de secado
fluidificado con un volumen de aire a 1500 m%h para que el microgranulo virgen se fluidifique completamente en el
lecho fluidificado; sin embargo, la fluidizacion no fue demasiado fuerte, para impedir que el microgranulo virgen se
desgaste y espolvoree.

Carga de farmaco en fase inicial: se utilizd un separador de 0,2 mm en la pistola pulverizadora que se ajust6 para
poder atomizar bien. El liquido de extraccién se suministré con una bomba dosificadora a la pistola pulverizadora.
Respectivamente, las presiones del chorro de aire superior e inferior se establecieron a 300 KPa y 350 KPa
(3,0 bares y 3,5 bares). La temperatura del material fue de aproximadamente 50° C. Una vez que la temperatura
alcanzo 45° C, la solucién de suministro comenzo a pulverizarse a una tasa de pulverizaciéon de 120 g/min.

Fase de carga de farmaco: cuando el material estaba a 55° C, el volumen de pulverizacion aumenta gradualmente
con el aumento del diametro del microgranulo, pero la velocidad maxima no supera los 400 g/min. El volumen de aire
se ajustd de acuerdo con el estado fluidificado del microgranulo.

Recubrimiento: después de la carga del farmaco, el liquido de recubrimiento se pulverizé directamente para realizar
el recubrimiento. Inicialmente, la temperatura del material se ajusté a 50° C y la tasa de pulverizacion a 80 g/min.
Después de 30 minutos de recubrimiento, la tasa de pulverizacion se ajustd a 150 g/min., la temperatura del material
se regula a 55° C. La tasa de infusion, el volumen de aire y la temperatura del material se ajustaron de acuerdo con
la adhesion del microgranulo.

En donde, El extracto de Danshen, como extracto, y el microgranulo de sacarosa, como microgranulo virgen,
estaban en una proporcién en peso de 1: 1; el liquido medicinal se preparé con extracto de Danshen y agua en una
proporcion en peso de 100:90.

Ejemplo 11: preparacion de la capsula de microgranulo de Danshen

Preparacion de liquido medicinal de extracto de Danshen: el extracto de Danshen se colocd en un tanque de
premezclado, en el que se afiadié agua purificada 0,82 veces, se agité durante 30 minutos o mas para dar el liquido
medicinal;

Carga de farmaco del microgranulo virgen de almidon: la pistola pulverizadora se ajusté para poder atomizar bien;

Suministro y fluidificacion: el microgranulo virgen de almidon se absorbié en una maquina de recubrimiento de
secado fluidificado con un volumen de aire a 1000 m3/h para que el microgranulo virgen se fluidifique completamente
en el lecho fluidificado; sin embargo, la fluidizacion no fue demasiado fuerte, para impedir que el microgranulo virgen
se desgaste y espolvoree. El liquido de extraccion premezclado se suministré con una bomba dosificadora a la
pistola pulverizadora. Respectivamente, las presiones del chorro de aire superior e inferior se establecieron a
250 KPa y 300 KPa (2,5 bares y 3 bares). En la fase inicial de carga de farmaco, la temperatura del material fue de
aproximadamente 50° C. Una vez que la temperatura alcanzé 45° C, la solucion de suministro comenzé a
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pulverizarse a una tasa de pulverizacion de 120 g/min.

Fase de carga de farmaco: cuando el material estaba a 50° C, el volumen de pulverizacion aumenta gradualmente
con el aumento del diametro del microgranulo, pero la velocidad maxima no supera los 400 g/min. El volumen de aire
se ajustd de acuerdo con el estado fluidificado del microgranulo. Durante el proceso de carga de farmaco, las
muestras deben tomarse desde el puerto de muestreo, si fuera necesario, para observar la adhesion y el
espolvoreado del microgranulo. Dependiendo de la observacion, se ajustoé la tasa de infusién, el volumen de aire y la
temperatura del material.

Recubrimiento: el opadry 85G66817 y el agua purificada se agitaron uniformemente durante un tiempo no inferior a
45 minutos para dar un liquido de recubrimiento al 18 % para su uso posterior. Después de la carga del farmaco, el
liquido de recubrimiento se pulverizé directamente para realizar el recubrimiento. Inicialmente, la temperatura del
material se ajusté a 50° C y la tasa de pulverizacién a 80 g/min. Después de 20 minutos de recubrimiento, la tasa de
pulverizacion se ajustdé a 100 g/min., la temperatura del material se regula a 50° C. La tasa de infusion, el volumen
de aire y la temperatura del material se ajustaron de acuerdo con la adhesion del microgranulo. Después del
recubrimiento, la temperatura disminuy6 a 35° C para descargar el material.

Exploraciéon de microgranulos recubiertos: los microgranulos recubiertos intermedios se exploraron, el diametro de
malla interno era de 1,8 mm. El microgranulo de Danshen tenia un tamario inferior, representando un tamafio no
inferior a 90 %.

Capsula de carga: el microgranulo de Danshen explorado se cargd en una capsula con una cargadora de capsulas
para dar la capsula.

La densidad aparente, el area de superficie especifica y el tamafo de particula del microgranulo obtenido en los
Ejemplos 7-11 se habian determinado mediante el siguiente método:

El tamafio de particula se analizd mediante un método convencional, por ejemplo, el tamiz farmacopeico n.°7
provisto segun el articulo de medicién en la leyenda de la farmacopea China (). Para analizar el tamafio de las
particulas, se utilizé el método de tamizado.

La densidad aparente se analizd6 mediante el método convencional de medicién de la viscosidad, por ejemplo, el
instrumento de ensayo de caracteristicas de polvo BT-1000 integral (desarrollado conjuntamente por Dandong Better
Apparatus Inc. y la Universidad de Qinghua). La densidad aparente de las particulas se analiz6é segun los requisitos
del instrumento.

El area de superficie especifica se analizé6 mediante un método convencional, por ejemplo, el analizador del area de
superficie especifica SSA-3600 (Beijing Biaode Electronic Technology Inc.). El area de superficie especifica del
microgranulo se analizé segun los requisitos del instrumento.

En la Tabla 4 se observan los resultados obtenidos.

Tabla 4: densidad aparente, area de superficie especifica y tamafio de particula del microgranulo

Ejemplo | Densidad aparente (g/ml) | Area de superficie especifica (m2/g) | Tamario de particula (mm)
7 1,02 0,02 1,01
8 0,62 0,005 1,83
9 1,25 0,05 0,48
10 0,81 0,01 1,22
11 1,09 0,03 0,69

El efecto del extracto de Danshen en la presente invencion se demostrd en el siguiente ensayo de eficacia.
Ejemplo de ensayo 1: efecto del extracto de Danshen sobre la microcirculacién auricular en ratones

Para evaluar el efecto del extracto de Danshen sobre la microcirculacion, el ensayo se realizé6 comparando ratones
del modelo de trastorno de microcirculacion auricular causado por NA y ratones normales, para evaluar el efecto del
extracto de Danshen sobre la microcirculacion. El farmaco de ensayo se dividié en tres grupos de dosis de 7, 14,
28 g de medicamento en bruto/kg (2, 4, 8 g de extracto/kg), que se administraron por via intragastrica durante 7 dias.
Después de la ultima administracion, el calibre y el caudal vascular de la microcirculacién auricular en los ratones se
analizaron con un instrumento de medicion de microcirculacion.

1. Materiales
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1.1 Farmaco de ensayo

Extracto de Danshen preparado mediante el método del Ejemplo 6, extracto de color marrén oscuro (1 g de extracto
corresponde a 3,5 g de medicamento en bruto)

1.2 Farmaco positivo

Compuesto de pastilla de suero Danshen (CDDP, siglas del inglés Compound Danshen Dripping Pill), 27 mg/pastilla,
proporcionada por Tasly Pharmaceutical Group Co., Ltd.

1.3 Animales

1.3.1 Especie, especificacion y fuente

Ratones ICR (Institute of Cancer Research) puros, con un peso de 18 ~ 22 g, mitad macho y mitad hembra, se
adquirieron en el centro de medicina comparativa de la Universidad de Yangzhou con el n.° de certificacion SCXK
2012-0004.

1.3.2 Condiciones de alimentacion

Los ratones se criaron en jaulas de ventilacion independiente (IVC, Independent Ventilation Cage) con aire de una
pureza de 10000. La temperatura del laboratorio era de 24 + 2° C, la humedad del 60 % - 80 % vy el aire se cambiaba
unas 10 ~ 15 veces/hora. Periodo de iluminacion: 12 horas de luz (L)/12 horas de oscuridad (O). Los ratones macho
y hembra se criaron por separado, con no mas de 5 en cada jaula.

Alimentacion: Se adquirié pienso nutritivo de valor completo para ratones en Jiangsu Xietong Medical Bio-
engineering Inc. La calidad estaba en linea con el estdGB14924.1-2001 (estandar de calidad general para piensos

de férmula de animales de laboratorio).

Almohadillado: el almohadillado de particulas esterilizadas se adquirié en Jiangsu Xietong Medical Bio-engineering
Inc.

Agua: agua potable purificada

1.4 Reactivo

Inyeccion de clorhidrato de adrenalina, 1 ml:1 mg, lote N.°: 120915 Shanghai Hefeng Pharmaceutical Inc.
Uretano, 500 g/frasco, analiticamente puro, adquirido en Shanghai Qingxi Chemical Technology Inc.

1.5 Instrumental

Balanza de precision electronica BSA124S (0,1 mg-120 g), escala electronica KD-160 de Sartorius, Alemania,
Dongguan Bailida Health Equipment Inc.

Indicador de circulacion multisitio WXT-4 a color, Xuzhou Hengda Optical Electronic Inc.

2 Método

2.1 Ajuste de dosis

De acuerdo con la investigacion anterior, basandose en experimentos preliminares, se establecieron tres grupos de
dosis en los farmacos de ensayo: medicamento en bruto 7, 14, 28/kg (2, 4, 8 g de extracto/kg). La dosis clinica del
extracto de Danshen fue de 10 g de medicamento en bruto/persona/dia, la dosis equivalente calculada para los
ratones fue de 2 g de medicamento en bruto/kg. Por tanto, en este estudio, tres dosis eran 3,5, 7 y 14 veces

respectivamente la dosis clinica equivalente.

Segun bibliografia relacionada y resultados relevantes, como farmaco positivo (CDDP), se establecié un grupo de
dosis: 270 mg (10 pastillas)/kg.

2.2 Efecto sobre la microcirculacion auricular en ratones normales
50 ratones se dividieron al azar en 5 grupos, 10 ratones en cada grupo: grupo de control testigo, grupo tratado con
extracto de Danshen (2, 4, 8 g de extracto/kg) y grupo tratado con CDDP (270 mg/kg). Una vez al dia, cada grupo

recibia, respectivamente, administracion intragastrica y el grupo de control testigo recibia el mismo volumen de agua
destilada. El 6° dia después de la administracion, todos los ratones ayunaron durante la noche con libre acceso al
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agua. Después de 7 dias de administracion, se inyecté uretano (20 %, 0,1 ml/10 g) por via intraperitoneal para
proporcionar anestesia. Con esparadrapo adhesivo médico, se arranco cilio auricular y los ratones se colocaron en
una posicion lateral en la mesa de observacion. Después de afiadir gota a gota parafina liquida utilizando una
pequena varilla de vidrio, la oreja se aplastd hacia atras sobre el soportaorejas. Se seleccionaron venas y capilares
auriculares del mismo sitio para observar el cambio del calibre y el caudal vascular de la microcirculacion auricular
de los ratones con un instrumento de mediciéon de microcirculacion respectivamente antes de la administracion y a
las 0,5, 2 y 4 horas después de la administracion.

2.3 Efecto sobre la alteracién de la microcirculacion causada por NA

60 ratones se dividieron al azar en 6 grupos, 10 ratones en cada grupo: grupo de control testigo, grupo modelo,
grupos tratados con extracto de Danshen (2, 4, 8 g de extracto/kg) y grupo tratado con CDDP (270 mg/kg). Una vez
al dia, el grupo de control testigo y el grupo modelo recibieron el mismo volumen de agua destilada. El 6° dia
después de la administracion, todos los ratones ayunaron durante la noche con libre acceso al agua.

Después de 7 dias de administracion, se inyectd uretano (20 %, 0,1 ml/10 g) por via intraperitoneal para
proporcionar anestesia. Con esparadrapo adhesivo médico, se arranco cilio auricular y los ratones se colocaron en
una posicion lateral en la mesa de observacion. Después de afiadir gota a gota parafina liquida utilizando una
pequena varilla de vidrio, la oreja se aplastd hacia atras sobre el soportaorejas. Se seleccionaron venas y capilares
auriculares del mismo sitio y se analizaron con un instrumento de medicion de microcirculacién. 30 minutos después
de la ultima administracion intragastrica, 5 grupos, excepto el grupo de control testigo, recibieron inmediatamente
una inyeccion de NA (100 pg/kg) a través de la vena de la cola. El cambio del calibre y el caudal vascular de la
microcirculacion auricular de los ratones se observaron respectivamente antes de la administracion y a los 5, 30 y
120 minutos después de la administracion.

2.4 Método estadistico

Los datos se expresaron como "MzDE (desviacion estandar)" y se utilizd la prueba F para comparar entre los
grupos.

3. Resultados
3.1 Efecto sobre la microcirculacién auricular en ratones normales

En comparacion con el grupo de control testigo en el mismo punto temporal, el diametro de la parte de entrada y de
la parte de salida en cada punto temporal en el grupo tratado con una dosis alta de extracto de Danshen, aumenté
significativamente (P <0,05, P<0,01). En el grupo tratado con una dosis media de extracto de Danshen, el diametro
de la parte de entrada y de la parte de salida en cada punto temporal aumenté significativamente (P<0,05, P<0,01) 2
horas después de la administracion. En el grupo tratado con una dosis baja de extracto de Danshen, el diametro de
la parte de entrada y de la parte de salida en cada punto temporal aumenté notablemente, lo cual tiene un
significado estadistico, en comparacion con el grupo de control testigo (Tablas 5 y 6).

Al mismo tiempo, en comparaciéon con el grupo de control testigo, el caudal sanguineo de la microcirculacion
auricular aumento significativamente 0,5 horas después de la administracion en cada grupo tratado con la dosis de
extracto de Danshen, lo cual tiene un significado estadistico (Tabla 7).

Tabla 5: efecto del extracto de Danshen sobre el diametro de la parte de entrada de la microcirculacién auricular en
ratones normales (N = 10, M+DE)

Grupos dosis (g/kg) Diametro de la parte de entrada (um)
Oh 0,5h 2h 4h

Grupo de control testigo 21,3+6,9 23,1+34 26,4 +5,8 26,8 +8,0
Grupo tratado con CDDP 0,27 23,5+5,3 30,9 £ 9,5* 31,6+7,7* 27,8+9,8
Dosis baja de extracto de Danshen 2 21,3+9,1 27,1 +5,2* 29,9+5,8 295+71
Dosis media de extracto de Danshen | 4 22,0+ 8,1 29,2 +7,3* 30,2 +7,4* 29,1+5,6
Dosis alta de extracto de Danshen 8 22,0+41 33,7+ 11,0* 35,4 +9,4* 27,4 +4,0
*P<0,05, **P<0,01, en comparacién con el grupo de control testigo.
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Tabla 6: efecto del extracto de Danshen sobre el diametro de la parte de salida de la microcirculacién auricular en
ratones normales (N = 10, M+DE)

Diametro de | rted lid
Grupos Dosis (g/kg) iametro de la parte de salida (um)

Oh 0,5h 2h 4h
Grupo de control testigo 40,1+ 14,9 50,2 +22,3 51,4 +14,8 49,8 + 20,6
Grupo tratado con CDDP 0,27 58,7+ 14,6* 88,9+20,5** 74,2+17,5* 56,5+ 17,8
Dosis baja de extracto de N
Danshen 2 49,0+ 16,1 66,4 + 18,5 60,8 £ 20,9 56,9+ 13,3
Dosis media de extracto de . .
Danshen 4 55,8 £ 20,0 748 +21,0 73,7£216 62,0+219
Dosis alta de extracto de o o o .
Danshen 8 76,0+ 28,4 99,6 £ 32,8 87,9+299 81,3+214
*P<0,05, **P<0,01, en comparacion con el grupo de control testigo.

Tabla 7: efecto del extracto de Danshen sobre el caudal sanguineo de la microcirculacion auricular en ratones
normales (N = 10, M+DE)

Grupos Dosis (g/kg) Caudal (Lm/s)
P 99 on 0,5h 2h 4h

Grupo de control testigo 588,0 +43,6 573,6 + 33,5 552,6 +45,1 588,4 + 31,3
Grupo tratado con CDDP 0,27 590,6 44,0 | 619,732,3" | 609,1 452 | 604,138,3
Dosis baja de extracto de 2 580,0£336 | 6136+39,5" | 5626751 | 5884513
Danshen

Dosis media de extracto de 4 590,0 £24,4 | 637,3+52,2* | 570,8+765 | 596,8+71,8
Danshen

Dosis alta de extracto de 8 583,1+36.7 | 639,0+485% | 611,8+555% | 509,1+524
Danshen

3.2 Efecto sobre la alteracion de la microcirculacion causada por NA

En comparacion con el grupo de control testigo, 30 minutos después de preparar el modelo con NA, los diametros de
la parte de entrada y de la parte de salida de la microcirculacion auricular en ratones disminuyeron significativamente
(P<0,05, P<0,01) y el caudal sanguineo se redujo parcialmente. Al cabo de 120 min de preparar el modelo, los
cambios microvasculares habian desaparecido gradualmente.

En cada grupo de dosis, el extracto de Danshen tuvo un efecto mejorado sobre el diametro inferior causado por NA
en la parte de entrada y en la parte de salida en diferentes niveles (P<0,05, P<0,01) y un cierto efecto sobre el
aumento del caudal sanguineo (Tablas 8, 9, 10).

Tabla 8: efecto del extracto de Danshen sobre el diametro de la parte de entrada de la microcirculaciéon auricular en
ratones causado por NA (N = 10, M+DE)

) Diametro de la parte de entrada (um)

Grupos Dosis (g/kg) - - - -

0 min 5 min 30 min 120 min
Grupo de control testigo 276 +7,5 28,4 +47 27,4 +7,0 27,9+5,5
Grupo modelo 30,1 7,9 20,0 £ 5,1* 19,3 £ 3,6** 24,8 +5,1
Grupo tratado con CDDP 0,27 31474 28,0 + 6,5# 293+10,3# | 28672
poste baja de extracto de 2 20356 |286:54# | 23,141 24,0102

anshen

Dosis media de extracto de
Danshen 4 354+9,8 285+ 7,3# 249+53# 24,0+6,3
Dosis alta de extracto de Danshen | 8 31,8 +10,7 27,0+82# | 27,7 +59## 26,949
*P<0,05, **P<0,01, en comparacion con el grupo de control testigo; #P<0,05, ##P<0,01, en comparacion con el
grupo de control modelo.
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Tabla 9: efecto del extracto de Danshen sobre el didmetro de la parte de salida de la microcirculacion auricular en
ratones causado por NA (N = 10, M+DE)

) Didmetro de la parte de salida (um)

Grupos Dosis (g/kg) - - - -
0 min 5 min 30 min 120 min

Grupo de control testigo 52,0+ 20,9 52,3+13,5 516+11,8 479 +£14,9
Grupo modelo 53,7 +13,2 40,4 + 8,3** 38,0 + 11,9* 46,8 + 11,8
Grupo tratado con CDDP 0,27 56,5+ 20,9 50,9+158# | 51,7+150# | 50,1+£8,6
Dosis baja de extracto de 2 584171 | 501+147# | 471+109# | 496+192
Danshen
Dosis media de extracto de 4 56,8+ 11,1 |545£1094 | 549+ 1224 |529+219
Danshen
Dosis alta de extracto de 8 50,8+19,5 | 61,9+235# |555+150# | 51,1+126
Danshen
*P<0,05, **P<0,01, en comparacion con el grupo de control testigo; #P<0,05, en comparacién con el grupo de
control modelo.

Tabla 10: efecto del extracto de Danshen sobre el flujo sanguineo de la microcirculacién auricular en ratones
causado por NA (N = 10, M+DE)

) Caudal (um/s)

Grupos Dosis (g/kg) - - - -
0 min 5 min 30 min 120 min

Grupo de control testigo 389,3 £ 147,5 | 390,6+ 1357 | 399,4 +1084 | 3792 +111,5
Grupo modelo 397,5+81,1 | 312,8 +90,8 354'3 £178. | 390941832
Grupo tratado con CDDP 0,27 367,1+1432 | 4202+ 131,9# | 402,4 £+ 132,0 | 400,9 + 176,0
Dosis baja de extracto de 2 3544+383 | 3788+424 | 3676177 | 3889+485
Danshen
Dosis media de extractode | 350,8+81,8 | 387,7:916 | 369,0%160,8 | 439,6 + 104,9 #
Danshen
Dosis alta de extracto de 8 4085+ 1453 | 4201 +134.4 # | 397.9+193.7 | 399.9 + 1137
Danshen
#P<0,05, en comparacioén con el grupo modelo.

Como se muestra en este ejemplo de ensayo, se confirmd que el extracto de Danshen tenia un efecto obviamente
aumentado sobre el diametro en la parte de entrada y la parte de salida en ratones normales, y un cierto efecto en el
aumento del caudal sanguineo de la microcirculacion microvascular de la auricula.

En comparacién con los ratones normales, 30 minutos después de preparar el modelo con NA, el diametro en la
parte de entrada y en la parte de salida de la microcirculacion auricular en ratones disminuyé significativamente
(P<0,05, P<0,01), el caudal sanguineo disminuy6 parcialmente. Al cabo de 120 min de preparar el modelo, los
cambios microvasculares habian desaparecido gradualmente. En cada grupo de dosis, el extracto de Danshen tuvo
un efecto mejorado sobre el diametro inferior causado por NA en la parte de entrada y en la parte de salida en
diferentes niveles (P<0,05, P<0,01) y escaso efecto sobre el caudal sanguineo.

En resumen, el extracto de Danshen de la presente invencion obviamente podria mejorar la angiectasia de los
capilares de la microcirculacion auricular y mejorar ain mas la microcirculacion.

Ejemplo de ensayo 2: efecto del extracto de Danshen sobre la reduccion de lipidos en sangre en el modelo de pez
cebra

1. Reactivos e instrumental

Farmaco de ensayo: Para preparar la soluciéon madre, el extracto de Danshen preparado mediante el método del
Ejemplo 6, se diluyé con agua ultrapura y se conservé a -20° C.

Instrumental y reactivos: microscopio de diseccion (SZX7, Olympus Inc), placa de 6 orificios (Nest Biotech), MESAB
(Sigma), Metilcelulosa (Sigma), lovastatina (Meilun Bio-tech Inc, Dalian, N.° de lote: 20111002, pureza>99 %, en
polvo), alimento con alto contenido en grasa (Huante Inc, Hangzhou), Aceite rojo (Sigma, N.° de lote: 20120411).

Animales: Los embriones del pez cebra se propagaron mediante apareamiento natural. En cada apareamiento, se

prepararon 4 ~ 5 pares de adultos, y en promedio, cada par de peces cebra produjo 200 ~ 300 embriones. Seis
horas después de la fecundacion (6hdf) y 24hdf, los embriones se limpiaron (eliminando los embriones muertos) y se
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seleccionaron los embriones calificados segun la fase de desarrollo embrionario (Kimmel et al. 1995). Los embriones
se incubaron en agua de piscifactoria a 28° C, que contenia 200 mg de sal marina soluble instantanea en 1 | de agua
de 6smosis inversa con una conductividad de 480 ~ 510 uS/cm, un pH de 6,9-7,2, una dureza de 53,7 ~ 71,6 mg/l de
CaCOs. Se requeria alimentacion 9 dias después de la fecundacion (9ddf) porque los embriones podian obtener
nutrientes de su propio saco vitelino. Después del estudio, se utilizd metanosulfonato de tricaina (TMS) para
sobreexponer a los embriones a varias etapas de desarrollo y se anestesid y sacrific6 a los peces cebra. El
procedimiento del sacrificio se realizd teniendo en cuenta la normativa reglamentaria de la AVMA (America
Veterinary Medical Association) del sacrificio con anestesia.

2. Método
A. Determinacion de la concentracion maxima no letal (CMNL) del extracto de Danshen

Para inducir el modelo de alto contenido de lipidos en sangre en el pez cebra, se utilizé alimento con alto contenido
en grasa para alimentar a peces juveniles de pez cebra de la cepa ALBINO.

Después de la alimentacioén, el modelo de alto contenido de lipidos en sangre del pez cebra se traté con extracto de
Danshen. Se establecieron varias concentraciones y se trataron 30 peces cebra en cada concentracion.

Las cinco concentraciones iniciales de extracto de Danshen fueron respectivamente de 200 pg/ml, 400 pg/mli,
600 pg/ml, 800 pg/ml, 1200 pg/ml y 2000 ug/ml (preparadas con agua purificada).

Cuarenta y ocho (48) horas después del tratamiento, se contd el nUmero de peces cebra muertos y para calcular la
CMNL, se dibujo la curva de concentracion optima - efecto con el programa informatico estadistico GraPhPad Prism
5.0.

B. Evaluacion cuantitativa del efecto hipolipemiante en sangre del extracto de Danshen

Segun los resultados de la parte A, se evaluo el efecto hipolipemiante en sangre del extracto de Danshen a tres
concentraciones (generalmente a CMNL, 1/3CMNL y 1/10CMNL), y se trataron 30 peces cebra con cada
concentracion.

Para inducir el modelo de alto contenido de lipidos en sangre en el pez cebra, se utilizé alimento con alto contenido
en grasa para alimentar a peces juveniles de pez cebra de la cepa ALBINO.

Después de la alimentacion, el modelo de alto contenido de lipidos en sangre en el pez cebra, se traté con el
farmaco de ensayo durante 48 horas.

Farmaco positivo: lovastatina a 0,08 pg/ml.
Después de tratarse con los farmacos de ensayo, la grasa del pez cebra se tifié con colorante especifico de grasa.

Se seleccionaron al azar quince peces cebra a cada concentracion para observar la intensidad de la tincion de grasa
en la sangre de la cola de los peces cebra, se fotografiaron y se guardaron.

Para analizar las imagenes, se utilizé el programa informatico analitico de imagenes Image -Pro Plus 6.0. La fuerza
de la sefial de la tincion (T) de grasa en la sangre de la cola del pez cebra se calculé y analizd cuantitativamente.
Los resultados estadisticos se expresaron como X * EE (Error Estandar).

La formula de calculo de la eficacia reductora de lipidos (hipolipemiante) en sangre del extracto de Danshen es la
siguiente:

S(medicamento)]

Tasa hipolipemiante en sangre (%) = [1 x 100 (1)

S(control)

Para el analisis estadistico, se utilizd un analisis de varianza y la prueba t de Dunnett, P<0,05 mostré una diferencia
significativa.

3. Resultados
3.1 Determinacion de la CMNL del extracto de Danshen
En la Tabla 11 se observa la tasa de mortalidad del pez cebra inducida con extracto de Danshen.

Como se muestra en la Tabla 11, para ajustar la curva de concentracion y mortalidad (Fig. 3) se utilizé6 GraPhPad
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5.0. Después de ajustar, se calculd que la CMNL del extracto de Danshen era de 540 pug/ml (extracto)
correspondiente a 1890 ug/ml (medicamento en bruto).

Tabla 11: tasa de mortalidad del pez cebra inducida con el extracto de Danshen (n = 30)

Concentracion de extracto Concentracion correspondiente de medicina en bruto Tasa de mortalidad
(Hg/ml) (Hg/ml) (%)

0 0 0

200 700 0

400 1400 0

600 2100 3,3

800 2800 33,3

1200 4200 100

2000 7000 100

3.2 Evaluacion cuantitativa o efecto hipolipemiante en sangre del extracto de Danshen

Segun el experimento de mortalidad, el efecto hipolipemiante en sangre del extracto de Danshen se evalu6 a tres
concentraciones (calculadas como medicamento en bruto): 1890 ug/ml (CMNL), 630 pyg/ml (1/3CMNL) y 189 ug/ml
(1/10CMNL).

Después de tratarse con extracto de Danshen, la grasa del pez cebra se tifié de manera especifica y se observo al
microscopio, se fotografié y se conservé (Fig. 4). Como se muestra en la Fig. 4, como zona diana se observo una
zona circular de linea continua. La fuerza de la tinciéon de grasa se analizd cuantitativamente con un programa
informatico analitico de imagenes para calcular la DOI (densidad 6ptica integral) del pez cebra (véase la Tabla 12).
Segun la DOI, para evaluar la eficacia del extracto de Danshen sobre la reduccion de lipidos en sangre, la tasa
hipolipemiante en sangre del pez cebra se calculd con la Férmula (1) (véase la Tabla 12 y la Figura 5). La fuerza de
la tincion de grasa en la cola de pez cebra en el grupo positivo (lovastatina 0,08 ug/ml) fue mucho mas débil que la
del grupo modelo, tasa de reduccion 26,3 % (P<0,01). A 189 ug/ml, 630 pg/ml y 1890 pg/ml, el extracto de Danshen
redujo significativamente la fuerza de la tincion de grasa vascular en la cola del pez cebra (P<0,001, P<0,001,
P<0,001), tasa de reduccion de 32,7 %, 35,2 % y 36,2 %, respectivamente.

Tabla 12: efecto sobre la reduccion de lipidos en sangre 48 horas después del tratamiento con extracto de Danshen
(Media + EE)

G Concentracion de medicina DOI de lipidos en % de tasa de reduccion de
rupos g
en bruto (ug/ml) sangre en la cola lipidos en sangre
Grupo modelo - 2906 + 131 -
Grupo tratado con | ; (yg 2142 + 109* 26,3*
lovastatina
extracto de Danshen | 189 1955 + 149* 32,7
630 18846158* 35,2*
1890 1854 + 211* 36,2*
En comparacion con el grupo modelo, *: P<0,01, **: P<0,001

Como se muestra en este ejemplo de ensayo, a 189 pug/ml, 630 pyg/ml y 1890 ug/ml, el extracto de Danshen redujo
significativamente la fuerza de la tincién de grasa vascular de la cola, tasa de reduccién de lipidos en sangre 32,7 %
(P<0,001), 35,2 % (P<0,001) y 36,2 % (P<0,001), respectivamente. Se indicd que el extracto de Danshen tenia el
efecto de reducir los lipidos (efecto hipolipemiante) en sangre, y la eficacia se acercé a una fase de meseta a 1/3
CMNL.
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REIVINDICACIONES

1. Un extracto de Danshen (Salvia miltiorrhiza), caracterizado por que dicho extracto comprende los siguientes
componentes por parte en peso: Danshensu: acido rosmarinico: acido litospérmico: acido salviandlico B:
criptotanshinona: tanshinona llA: estaquiosa = (0,5-16): (0,5-15): (0,5-15): (5-140): (0,5-25): (1-50): (150-600);
preferiblemente dichos componentes por parte en peso: (1-8): (1-8): (1-8): (10-70): (1-10): (2-20): (250-500); mas
preferiblemente dichos componentes por parte en peso: (2-5): (2-5): (2-5): (25-60): (2-6): (4-10): (300-450);
adicionalmente mas preferiblemente dichos componentes por parte en peso: (2-4) : (2-4) : (2-4) : (25-30) : (2-5) : (4-
10) : (330-400); lo mas preferiblemente dichos componentes por parte en peso: 3:3:3:28:4:7:370.

2. Una formulacion de microgranulos que, como principio activo, comprende dicho extracto de Danshen de la
reivindicacion 1; siendo preferiblemente la densidad aparente de dicho microgranulo de 0,6 ~ 1,3 g/ml, el area de
superficie especifica de 0,005-0,05 m?/g y el tamafio de particula de 0,5-1,8 mm; mas preferiblemente, la densidad
aparente de dicho microgranulo es de 0,8 ~ 1,1 g/ml, el area de superficie especifica de 0,01-0,03 m?/g y el tamafio
de particula de 0,7-1,2 mm.

3. Una formulaciéon de microgranulos encapsulada preparada a partir de la formulacién de microgranulos de la
reivindicacion 2.

4. Un método de preparaciéon de extracto de Danshen como se define en la reivindicacion 1, que comprende las
siguientes etapas:

(1) extraer Danshen con alcohol vy filtrarlo para dar liquido de extraccion alcohdlico y residuo A para su uso
posterior; siendo preferiblemente dicho alcohol etanol a una concentracion de 50 ~ 100 % (v/v) en una cantidad
de 2 ~ 7 veces el peso del medicamento en bruto y el tiempo de extraccion de 0,5 ~ 4 horas;

(2) extraer el residuo A con agua, filtrarlo para dar liquido de extraccion acuoso y desechar el residuo B; siendo
preferiblemente la cantidad de agua afadida 3 ~ 7 veces el peso del residuo A y el tiempo de extraccion de 0,5 ~
4 horas;

(3) respectivamente, los liquidos de extraccion alcohdlicos y acuosos se enfrian y se dejan en reposo y ambos
sobrenadantes se extraen para dar el sobrenadante alcohdlico y acuoso respectivamente; incluyendo,
preferiblemente, dicho enfriamiento y reposo incluye las siguientes etapas: agitar el liquido de extraccién durante
20 ~ 60 min y dejar en reposo durante 6 ~ 24 horas disminuyendo la temperatura a 15° C o a una temperatura
inferior, antes de extraer el sobrenadante;

(4) concentrar el sobrenadante acuoso para tener liquido de extraccidon acuoso concentrado; preferiblemente
concentrar el sobrenadante acuoso a una densidad relativa de 1,10 ~ 1,35 para dar el liquido de extraccion
acuoso concentrado;

(5) anadir gradualmente el sobrenadante alcohdlico al liquido de extraccion acuoso concentrado, combinado y
concentrado para dar una solucién concentrada mezclada;

(6) anadir agua purificada a la solucion concentrada mezclada, bien mezclada para dar extracto de Danshen;
preferiblemente, afadir agua purificada varias veces a la solucién concentrada mezclada 101 ~ 1001, 51 ~ 501
cada vez, mezclada y concentrada a presion reducida para dar el extracto con una densidad relativa de 1,25 ~
1,35a82,5+2,5°C.

5. El método de la reivindicacion 4, caracterizado por que dicho método comprende las siguientes etapas:

coger Danshen molido, afiadir 400 + 12| de etanol (90 + 0,5 %), someter a decoccion durante 90 + 5 min, filtrar a
través de un tamiz de malla 200, combinar y poner en el tanque de separacion; para la 22 decoccion de 60 + 3 min.,
al residuo resultante se le afiaden 500 + 151 de agua, se filtra a través de un tamiz de malla 200 y el residuo se
desecha; el liquido de extraccién acuoso se combina y se coloca en diferentes tanques; el liquido de extraccion
alcoholico mezclado y el liquido de extraccion acuoso mezclado se colocan en diferentes tanques de separacion, por
los que se hace pasar agua congelada para enfriar y se deja reposar; después de 30 minutos de agitacion, el liquido
de extraccion se enfria a 15° C o a una temperatura inferior durante 4 horas y se deja reposar durante 6 ~ 24 horas;
el sobrenadante acuoso y el sobrenadante alcohdlico se transfieren a los tanques respectivos; en primer lugar, el
sobrenadante acuoso se concentra en liquido de extraccion de agua concentrado con una densidad relativa de 1,25
~ 1,30 (82,5 £ 2,5° C), en el que gradualmente se afiade el sobrenadante alcohdlico y se combina y se concentra
adicionalmente; durante el proceso de concentracién, la densidad de la soluciéon concentrada no es inferior a 1,15;
cuando la densidad de la soluciéon concentrada mezclada es 21,34, se afiaden dos veces 10 | de agua purificada, 5 |
cada vez (45 + 5° C), se mezcla, se concentra a una densidad relativa de 1,33 ~ 1,35 (82,5 + 2,5° C), y se filtra
inmediatamente a través de un tamiz de malla 40 para dar el extracto de Danshen.

6. Un método de preparacion de microgranulo que contiene extracto de Danshen como se define en la reivindicacion
3, que comprende las siguientes etapas:

(1) Tomar el extracto de Danshen y el microgranulo virgen en una proporcién en peso de 1: 5 ~ 5: 1 para su uso

posterior;
(2) suministro y fluidificacion: el microgranulo virgen de la formula posologica, se absorbe en una maquina de
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recubrimiento de secado fluidificado para que el microgranulo virgen se fluidifique completamente en el lecho
fluidificado;

(3) carga de farmaco en fase inicial: una vez que la temperatura del material alcance 40-60° C, se pulveriza un
liquido y se extiende sobre la superficie del microgranulo a una tasa de 70-120 g/min; dicho liquido pulverizado
consiste en pequefnas gotitas preparadas atomizando el extracto de Danshen premezclado obtenido diluyendo
con agua el extracto de Danshen;

(4) fase de carga de farmaco: cuando el material estda a 40 ~ 60° C, el volumen de pulverizacién aumenta
gradualmente con el aumento del diametro del microgranulo; el diametro del microgranulo y la tasa de
pulverizacién aumentan gradualmente para dar un granulo con un diametro de 0,5 ~ 1,8 mm.

7. El método de la reivindicacion 6, caracterizado por que dicho método comprende adicionalmente la etapa (5):
después de la pulverizacion, el microgranulo de carga de farmaco se recubre pulverizando liquido de recubrimiento;
la temperatura del material de recubrimiento es de 40-60° C, la tasa de pulverizacioén de 40-300 g/min, el tiempo de
recubrimiento de 1 ~ 4 horas y la concentracion del liquido de recubrimiento de 5 ~ 25 %.

8. El método de la reivindicacion 7, caracterizado por que dicho método comprende las siguientes etapas:

(1) Tomar el extracto de Danshen y el microgranulo virgen en una proporcion en peso de 1: 3 ~ 3: 1,
preferiblemente de 2: 1 ~ 1: 1, para su uso posterior;

(2) suministro y fluidificacion: a un volumen de aire de 600-1500 m3h, el microgranulo virgen se absorbe en una
maquina de recubrimiento de secado por fluidificacion para que el microgranulo virgen se fluidifique
completamente en el lecho fluidificado; sin embargo, la fluidificacién no puede ser demasiado fuerte, para evitar
que el microgranulo virgen se desgaste y espolvoree; debido a esto, el microgranulo virgen debe cubrirse con las
gotitas atomizadas con la pistola pulverizadora;

(3) carga de farmaco en fase inicial: la pistola pulverizadora y la presién de pulverizacién se ajustan para hacer
que los liquidos se atomicen en pequefas gotitas; el extracto se suministra a la pistola pulverizadora con una
bomba dosificadora; las presiones del chorro de aire superior e inferior se establecieron a 200 ~ 300 KPa (2,0 ~
3,0 bares) y a 250 ~ 350 KPa (2,5 ~ 3,5 bares), respectivamente; la temperatura del material es de 50° C; una
vez que la temperatura alcance 45° C, la solucion de suministro comienza a pulverizarse a una tasa de
120 g/min;

(4) fase de carga del farmaco: cuando el material esta a 45 ~ 55° C, el volumen de pulverizacién aumenta
gradualmente con el aumento del diametro del microgranulo, pero la velocidad maxima no supera los 400 g/min;
el volumen de aire se ajusta de acuerdo con el estado fluidificado del microgranulo;

(5) recubrimiento: después de la carga del farmaco, el liquido de recubrimiento se pulveriza directamente para
realizar el recubrimiento; inicialmente, la temperatura del material se establece a 50° C y la tasa de pulverizacion
a 80 g/min; después de 20 minutos de recubrimiento, la tasa de pulverizacion puede ajustarse a 80-150 g/min.,
temperatura del material se regula a 40-55° C; la tasa de infusion, el volumen de aire y la temperatura del
material se ajustan de acuerdo con la adhesion de microgranulo;

preferiblemente, la solucion de extracto medicinal se prepara por dilucion de extracto de Danshen con agua; la
proporcion en peso del extracto de Danshen con respecto al agua es de 100: 60-100, preferiblemente de 100: 70-90,
mas preferiblemente de 100: 75-85.

9. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 6 ~ 8, caracterizado por que dicha formulacién de
microgranulos es la formulacion de microgranulos de la reivindicacion 2.

10. Los extractos de Danshen de la reivindicacion 1 o la formulacion de microgranulos de la reivindicacion 2 o la

formulaciéon de microgranulos encapsulada de la reivindicacion 3, para su uso en la mejora de la microcirculacion o
la reduccion de lipidos en sangre.
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Curva de concentracién y mortalidad del extracto de Danshen E01
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Fuerza de la tincion de grasa vascular en la cola
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