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DESCRIPCION

Meétodos no terapéuticos para suprimir el apetito.

Esta invencién hace referencia a un método no terapéutico de supresion del apetito en seres humanos o animales
que comprende administrar una composicion que comprende un extracto de una planta del género Trichocaulon o del
género Hoodia.

Esta invencion permite de este modo el uso de un extracto vegetal elaborado de plantas del grupo que comprende
el género Trichocaulon y del género Hoodia y que tienen actividad supresora del apetito.

El extracto se puede preparar a partir de material vegetal tal como los tallos y las raices de dichas plantas del
género Trichocaulon o del género Hoodia. El género Trichocaulon y el género Hoodia incluyen plantas suculentas
que crecen en regiones aridas como las que se encuentran en el Sur de Africa. En una aplicacién de la invencién el
extracto supresor del apetito activo se obtiene a partir de la especie Trichocaulon piliferum. También se puede utilizar
la especie Trichocaulon officinale para proporcionar un extracto supresor del apetito activo. En otra aplicacién de la
invencidn, el extracto supresor del apetito activo se puede obtener de la especie Hoodia currori, Hoodia gordonii
o Hoodia lugardii. Los bioandlisis realizados por el solicitante en ratas han indicado que ciertos extractos poseen
actividad supresora del apetito.

El material vegetal puede ser homogeneizado en presencia de un disolvente adecuado, por ejemplo, un disolvente
de metanol/cloruro de metileno, por medio de un dispositivo tal como un mezclador Waring. La solucién de extraccién
se puede separar después del material vegetal residual mediante un procedimiento de separacién apropiado tal como,
por ejemplo, filtraciéon o centrifugacién. El disolvente se puede separar por medio de un evaporador rotativo, preferi-
blemente en un bafio de agua a una temperatura de 60°C. El extracto bruto separado se puede extraer adicionalmente
con cloruro de metileno y agua antes de ser separado en un extracto en cloruro de metileno y un extracto en agua. Se
puede separar el disolvente del extracto de cloruro de metileno mediante evaporacién en un evaporador rotativo y el
extracto resultante se puede purificar adicionalmente por medio de una extraccién con metanol/hexano. El producto
de la extraccién con metanol/hexano se puede separar después para dar un extracto en metanol y un extracto en he-
xano. El extracto en metanol se puede evaporar para eliminar el disolvente con el fin de producir un extracto activo
parcialmente purificado.

El extracto activo parcialmente purificado se puede disolver en metanol, y se puede fraccionar adicionalmente
mediante cromatografia en columna, empleando gel de silice como medio de adsorcién y una mezcla de clorofor-
mo/metanol al 30% como eluyente. Se puede obtener una pluralidad de fracciones diferentes, y se puede evaluar cada
una, mediante procedimientos de bioandlisis adecuados, para determinar su actividad supresora del apetito.

Preferiblemente la fraccidn que tiene actividad supresora del apetito se puede fraccionar adicionalmente, por ejem-
plo mediante cromatografia en columna utilizando gel de silice como medio de adsorcién y un disolvente de clorofor-
mo:metanol 9:1, y las subfracciones resultantes se pueden bioanalizar para determinar su actividad supresora del ape-
tito. Una subfraccién que presenta actividad supresora del apetito puede ser fraccionada y purificada adicionalmente,
si se desea, convenientemente utilizando un procedimiento de cromatografia en columna con gel de silice como medio
de adsorcion y un disolvente de acetato de etilo:hexano 9:1. Las fracciones purificadas resultantes se pueden evaluar
de nuevo por medio de procedimientos de bioandlisis adecuados para determinar su actividad supresora del apetito.

El solicitante ha descubierto que al menos una de tales fracciones purificadas tiene una buena actividad supresora

del apetito, y el principio activo de la fraccion fue identificado mediante técnicas quimicas convencionales incluyendo
la resonancia magnética nuclear, y se encontré que era un compuesto con la férmula estructural
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De acuerdo con la nomenclatura del S.I., el principio activo (1) es el compuesto 3-O-[3-D-tevetopiranosil-(1—4)-f3-
D-cimaropiranosil (1 —4)-8-D-cimaropiranosil]- 125-O-tigloiloxi- 14-hidroxi- 148-pregn-50-en-20-ona  C4;H7,05
M*878).

El Compuesto (1) es un compuesto novedoso y este trisacarido esteroideo tiene propiedades supresoras del apetito.
La presente invencién proporciona de este modo un método no terapéutico de supresién del apetito en un ser humano
o un animal, comprendiendo el método administrar a dicho ser humano o animal una composicién que comprende un
extracto de una planta del género Trichocaulon o del género Hoodia, cuyo extracto contiene una cantidad eficaz de un
glicésido esteroideo supresor del apetito procedente de dicha planta, donde el glicésido esteroideo tiene la formula

HO o Me Ne \
4o °Z\\_\’;o S0
s l
OMs OMe

(1)

Por ejemplo, se puede suprimir el apetito de un ser humano.

El extracto se puede obtener, por ejemplo, mediante un procedimiento que incluye las etapas de tratar el material
vegetal con un disolvente para extraer una fraccién que tiene actividad supresora del apetito, separar la solucién de
extraccion del resto del material vegetal, separar el disolvente de la solucién de extraccién y recuperar el extracto.

El extracto se puede obtener, por ejemplo, mediante un procedimiento que incluye las etapas de prensar el material
vegetal para separar la savia del material vegetal s6lido y recuperar dicha savia libre del material vegetal s6lido para
formar el extracto.

La planta del género Trichocaulon o del género Hoodia se puede seleccionar, por ejemplo, entre las especies
Trichocaulon piliferum 'y Trihocaulon officinale y la planta del género Hoodia se puede seleccionar, por ejemplo, entre
las especies Hoodia currorii, Hoodia gordonii y Hoodia lugardii.

La planta se puede seleccionar, por ejemplo, entre Hoodia currorii, Hoodia gordonii y Hoodia lugardii. Por ejem-
plo, la planta se puede seleccionar, por ejemplo, entre Hoodia gordonii y Hoodia lugardii. En un ejemplo, la planta es
Hoodia gordonii.

El extracto de dicha planta puede ser, por ejemplo, un extracto en el que se han separado esencialmente todas las
impurezas no activas.

El procedimiento puede incluir, por ejemplo, la etapa de concentrar el agente activo del material extraido mediante
extraccion adicional con un disolvente.

El disolvente de la etapa o las etapas de extraccioén con disolvente del procedimiento puede ser, por ejemplo, uno
o mas de cloruro de metileno, agua, metanol, hexano, acetato de etilo o sus mezclas.

El procedimiento puede incluir, por ejemplo, la etapa de concentrar el agente activo del material extraido mediante
separacion cromatografica. La separacién cromatografica puede emplear, por ejemplo, uno o mds de cloroformo,
metanol, acetato de etilo, hexano o sus mezclas como eluyente. El procedimiento puede incluir, por ejemplo, llevar
a cabo la separacién cromatografica en una columna, recoger el producto eluido de las fracciones procedentes de la
columna, evaluar las fracciones para determinar su actividad supresora del apetito, y seleccionar al menos una fraccién
que contiene el agente supresor del apetito.

En el procedimiento para obtener dicho extracto, el extracto puede ser procesado, por ejemplo, para formar un
polvo de flujo libre. Por ejemplo, el extracto se puede secar para eliminar la humedad, p. €j., mediante secado de rocio,
liofilizacion o secado a vacio, para formar un polvo de flujo libre.
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El agente supresor del apetito de formula (1) se puede obtener, por ejemplo, en forma de un compuesto aislado
(sustancia quimica natural) a partir de dicha planta, esto es una planta del género Trichocaulon o del género Hoodia,
por ejemplo una planta de la especie Trichocaulon piliferum o Trichocaulon officinale o de la especie Hoodia currorii,
Hoodia gordonii o Hoodia lugardii.

El compuesto de férmula (1) se puede aislar y/o purificar, por ejemplo, a partir de dicha planta, por ejemplo una
planta de la especie Trichocaulon piliferum o Trichocaulon officinale o de la especie Hoodia currorii, Hoodia gordonii
o Hoodia lugardii.

El compuesto de férmula (1) se puede aislar y/o purificar, por ejemplo, a partir de un extracto derivado de dicha
planta, por ejemplo una planta de la especie Trichocaulon piliferum o Trichocaulon officinale o de la especie Hoodia
currorii, Hoodia gordonii o Hoodia lugardii.

La composicién puede ser, por ejemplo, un comestible o una bebida.

El agente supresor del apetito puede ser por ejemplo una sustancia quimica natural aislada de férmula:

OMe

(1)

La composicién o formulacioén supresora del apetito puede consistir en el agente supresor del apetito mezcla-
do con un excipiente, diluyente o portador farmacéutico. Se pueden afiadir otros aditivos adecuados, incluyendo un
estabilizador y otros ingredientes semejantes segtin se desee.

Se hace posible de este modo un método para suprimir el apetito administrando a un ser humano o un animal una
dosificacién eficaz de una composicién como se ha descrito antes.

La invencién posibilita de este modo el uso de un extracto obtenido a partir de material vegetal del género Tricho-
caulon o Hoodia y que contiene un glicdsido esteroideo sustancialmente puro de férmula (1).

La invencién también hace posible el uso de un comestible o una bebida que contienen una cantidad eficaz del
glicésido esteroideo de formula (1) para que tenga el efecto de suprimir el apetito cuando sean ingeridos.

Los estudios de genética molecular han conducido a un aumento considerable de la comprension de la regulacién
del apetito, la saciedad y el peso corporal. Estos estudios han revelado numerosas rutas reguladoras centrales, mediadas
por numerosos neuropéptidos. El mantenimiento de un peso corporal normal se logra por medio de un intrincado
equilibrio entre la ingesta de energia, el consumo de alimento, y el gasto energético. La homeostasis de la energfa estd
sujeta a una amplia gama de influencias, controladas en tdltimo lugar por el cerebro. Las diferentes sefiales incluyen
asuntos como el sentido del olfato y del gusto y las sefiales gastrointestinales tales como la distension del tracto
gastrointestinal, las sefiales quimicas a la mucosa géstrica y los metabolitos portados por la sangre tales como los
acidos grasos y la glucosa.

Principalmente, el neuropéptido “Y” (NPY) que estd regulado negativamente por la leptina, ha sido establecido
como uno de los reguladores positivos del comportamiento alimentario. También se ha demostrado que la expresién
del antagonista enddgeno para los receptores de la melanocortina se encuentra en la base de la obesidad en un modelo
concreto (el ratén ob/ob). En efecto la deficiencia en receptor de melanocortina MC4 duplica completamente el sin-
drome de obesidad. Otros mediadores que se ha demostrado que tienen papeles en el equilibrio energético incluyen la
bombesina, la galonina y el péptido 1 de tipo glucagén.

La invencién y su eficacia se describirdn con mds detalle a continuacion, en los dibujos.
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La Figura 1 muestra un diagrama de flujo de un método general de extraccién de un primer extracto supresor del
apetito bruto y un extracto supresor del apetito purificado procedentes de material vegetal del género Trichocaulon o
Hoodia;

La Figura 2 muestra una representacioén grafica de un bioandlisis llevado a cabo en ratas utilizando un extracto en
metanol parcialmente purificado de Trichocaulon piliferum.

Las Figuras 3 y 4 muestran una representacion esquemadtica de un procedimiento para producir un extracto de
material vegetal del género Trichocaulon o Hoodia, y

Las Figuras 5 y 6 muestran una representacion grafica del porcentaje de cambio de masa corporal de ratas para
diferentes grupos -7 a 7 dias y 0 a 7 dias respectivamente en un estudio de dosis repetidas utilizando un extracto de
savia y extracto de savia sometido a secado de rocio de material vegetal de la especie Hoodia gordonii.

Ejemplo 1

Se ilustra el método general de extraccion de un primer extracto supresor del apetito bruto y un extracto supresor
del apetito purificado procedentes de material vegetal del género Trichocaulon o del género Hoodia por medio del
diagrama de flujo de la Figura 1.

Ejemplo 2

Los bioandlisis llevados a cabo en ratas utilizando un extracto en metanol parcialmente purificado obtenido de
la manera ilustrada en el Ejemplo 1, indicaron que el extracto muestra de hecho actividad supresora del apetito.
La actividad supresora del apetito del extracto activo se puede ilustrar por medio de un ejemplo tipico del efec-
to del extracto en metanol de Trichocaulon piliferum en ratas, por medio de la representacion gréfica de la Figura
2.

Resultard evidente a partir de la Figura 2 que el grupo de ensayo de ratas a las que se ha administrado una dosis del
extracto el dia 5 presentaba una ingesta de alimento sustancialmente disminuida a lo largo de los dos dias siguientes,
mientras el grupo de control no reveld una reduccién comparable de la ingesta de alimento. La ingesta de alimento del
grupo de ensayo volvié a la normalidad, y de hecho aumenté, del dia 8 en adelante.

Ejemplo 3

Se ilustra esquematicamente un procedimiento para producir un extracto que tiene actividad supresora del apetito
por medio del ejemplo de las Figuras 3 y 4, cuyas dos Figuras juntas ilustran el proceso completo. Sin embargo, se
pueden utilizar otros procedimientos diferentes, como comprenderdn los expertos en la técnica.

Referente a la Figura 3, el material vegetal del género Trichocaulon o del género Hoodia es introducido en una
mezcladora 3, p. ej., una mezcladora Waring, por medio de una linea de alimentacién 1, con un disolvente en forma
de una solucién de cloruro de metileno/metanol introducida por medio de la linea de alimentacién 2. El producto
homogeneizado se introduce por medio de la linea 4 en una fase de separacion 5, p. ej. en forma de un filtro o
centrifuga, y el material vegetal residual se separa por medio de la linea 27.

La mezcla de disolvente/extracto se introduce por medio de la linea 6 en una fase de evaporacién 7, donde el
disolvente se elimina, por ejemplo, por medio de un evaporador rotativo. El extracto bruto seco se introduce por
medio de la linea 8 en una fase de extraccion adicional 9 con la adicién de una solucién de cloruro de metileno/agua
introducida por medio de la linea de alimentacién 29 para una extraccién adicional, y después en una fase de separacién
13 por medio de la linea 11, donde la fraccién acuosa se elimina por medio de la linea 31. La fraccién con el extracto
disuelto se introduce por medio de la linea 15 en una fase de secado 17 donde el disolvente se evapora, por ejemplo,
por medio de un evaporador rotativo.

Referente a la Figura 4, el extracto seco se introduce por medio de la linea 10 en una fase de extraccién 12.
También se introduce una solucién de metanol/hexano por medio de la linea 14 en una fase de extraccién 12 para la
purificacion y extraccion adicionales del extracto seco. La mezcla de extracto/metanol/hexano se introduce por medio
de la linea 16 en una fase de separacion 18, la fraccién de hexano se elimina por medio de la linea 20, y la mezcla de
metanol/extracto se introduce después por medio de la linea 22 en una fase de secado 24. En la fase de secado 24, el
disolvente se elimina, p. ej. mediante evaporacién en un evaporador rotativo.

El extracto activo parcialmente purificado, seco se introduce por medio de la linea 26 y con la adicién de metanol
por medio de la linea 28 en una fase en solucién 30, y la fraccion disuelta se introduce por medio de la linea 36 en una
columna de cromatografia 38.
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En la columna 38 la fraccién soluble en metanol se fracciona adicionalmente, utilizando gel de silice y un di-
solvente de cloroformo/metanol al 30%, en diferentes fracciones indicadas esquemdticamente como fracciones I a
V. De acuerdo con el procedimiento de fraccionamiento real llevado a cabo por el Solicitante, el procedimiento de
fraccionamiento dio los siguientes pesos de las fracciones: I (3,9 g); II (2,6 g); IIT (2,1 g); IV (1,1 g0 y V (2,0 g).
Estas fracciones se evaldan individualmente por medio de un procedimiento de bioandlisis adecuado (en una etapa no
mostrada) y aquellas fracciones identificadas como fracciones I y II, que presentan una marcada actividad supresora
del apetito, se introducen por medio de las lineas de alimentacion 40 y 42 en las columnas 44 y 46, respectivamente,
donde se fraccionan adicionalmente y se purifican mediante cromatografia en columna, utilizando de nuevo gel de
silice y un sistema de cloroformo:metanol 9:1.

Las sub-fracciones II (A) - (C) obtenidas de la columna 44 no presentan, cuando se someten a ensayo, una actividad
supresora del apetito sobresaliente, y se pueden reciclar para una cromatografia adicional.

Las sub-fracciones I (A) - (L) obtenidas de la columna 46 también se evaldan (por medio de una etapa de analisis
no mostrada), y se descubre que la sub-fraccién I (C) tiene una marcada actividad supresora del apetito.

La sub-fraccién I (C) se introduce por medio de la linea de alimentacién 48 en la columna 50 para un fraccio-
namiento y una purificacién adicionales, utilizando gel de silice y un eluyente de acetato de etilo:hexano 9:1. De las
fracciones purificadas resultantes, se descubre que la fraccién I (C) (ii), después de analizarla, posee una marcada
actividad supresora del apetito.

El producto purificado se identifica mediante espectroscopia de resonancia magnética nuclear (como se indica en
las Tablas 1 y 2 mds abajo), como compuesto (1).

TABLA 1

Datos de r.m.n. H' (300, 13 MHz) para el compuesto (1) CDCt;s
Compuesto (1)

Atomo de Hidrégeno J(HH)Hz Su/p.p.m.

Aglicona-3 - 3,522 m

6 - 5,381 m

12 11,5, 4,1 4,607 dd

17 93,93 3,157 dd

18 - 1,029 s

19 - 0,951 s

21 - 2,164 s

3* 71,15 6,888

4* 71,12 cc 1,806 cd

5* 16,12 1,853 cd

Cim-1' 94,21 4,816 dd
24 13,8, 3,7, 2,1 2,055 ddd
2'ax 13,8,9,4, 26 1,652 ddd

3 3,7,29, 286 3,776 ddd

4 94,29 3,179 dd
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5 6,3,9,4 3,621 dd
3 6,3 1279 d°
3-OMe - 3,408 s
1" 94,21 4,730 dd
2" 138, 3,7, 2,1 2,108 ddd
2 138,94, 2,6 1,601 ddd
3= 37,29, 2,6 3,755 ddd
7" 94,29 3,239 dd
5" 6,3,9,4 3,898 dd
6" 6,3 1,243 d°
3"-OMe - 3392 s°
Tev-1" 77 472734
2" 77,80 3,469 dd
3" 80,29 3,099 dd
4" 93,29 3,179 dd
5" 6,3,0,3 3,351 dd
6" 6,3 1,183d°
3"-OMe - 3622 s

3,0, ¢

En cada columna pueden ser intercambiables.
4 € En cada columna pueden ser intercambiables.
* Hace referencia a los atomos del grupo tigloato
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TABLA 2

Datos del rm.n. C'** Relevante (75,25 MHz) para el Compuesto (1) en CDCts

Radical Aglicona Radical Azucar

Carbono dc/p.p.m. Carbono Sclp.p.m.
1 37,04 T cim-1' 95,84 D
2 29,44 T 2 3557T
3 77,24D 3 77,05D
4 3862T 4 82,57 D
5 138,958 5 68,48 D
6 131,90 D 6' 18,14 C
7 2730 T 3'-OMe 57,93C
8 35,30 D 1" 99,54 D
9 43,04 D 2" 3517 T
10 37,228 3" 76,99 D
11 26,04 T 4" 82,52D
12 75,88 D 5" 68,30 D
13 53,718 6" 18,36 C
14 85,69 8 3"-OMe 57,09C
15 3436 T Tev- 1" 104,28 D
16 2431 T 2" 74,62D
17 57,18 D 3" 85,30 D
18 9,85C 4" 74,62 D
19 19,27 C 5" 71,62D
20 216,85 S 6" 17,75 C
21 33,01 C 3"-OMe 60,60 C
1* 167,60 S
2* 128,69 D
3* 137,66 D
4 14,41C
5% 12,08 C

* Hace referencia a los atomos del grupo tigloato

Compuesto (1)

Datos de IR: 3440 cm™! (OH), 2910 cm™! (CH), 1700 cm™! (C=0) [ap]Psg = 12,67° (C=3, CHCI-3) p.f. 147 -

152°C.
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Ejemplo 4
Los resultados de los siguientes tres bioandlisis sobre el supresor del apetito se exponen mds abajo, a saber:
a) Test de Irwin
b) Test de Toxicidad Aguda; y
¢) Test Anoréxico de Dosis Oral.
Test de Irwin

El propésito de este ensayo fue evaluar el supresor del apetito de la invencién producido a partir de un extracto
vegetal como se ha descrito antes en la presente memoria, de acuerdo con el test de Irwin en animales reducido para
determinar la accién tranquilizante y sedante.

Procedimiento Experimental

El supresor del apetito fue extraido del material vegetal por el Solicitante mediante el método descrito antes en
la presente memoria y administrado a dos de los cuatro grupos con cuatro animales cada uno: un grupo que no
recibi6 tratamiento, un grupo que recibié el disolvente dimetilsulf6xido (DMSO), un grupo que recibié la muestra
de ensayo a 50 mg/kg, y un grupo que recibié la muestra de ensayo a 300 mg/kg. El tratamiento se llevé a cabo
mediante inyeccidn intraperitoneal, y se realizaron observaciones a intervalos especificos hasta cinco horas después
del tratamiento. Solamente se utilizaron los sintomas distintos de los observados en los animales tratados con DMSO
en la interpretacion de los resultados.

Resultados

Estaba claro que el disolvente, DMSO, tenia un marcado efecto sobre los animales, especialmente sobre el me-
canismo de regulacion térmica. Las temperaturas corporales de todos los animales tratados con el disolvente, solo o
junto con la muestra de ensayo, mostraron una fuerte caida.

Los animales del grupo con una dosificacién baja mostraron una disminucion de la dispersion en la jaula y una
disminucioén de la actividad locomotora, como en todos los demds grupos, incluyendo el grupo de control. Se observé
apatia en el mismo grado que en el grupo tratado con DMSO. Se observé una disminucién de la respiracién de 15 a
60 minutos después del tratamiento. Asimismo se observé ptosis (cierre de los parpados) en un grado mayor que en
el grupo con DMSO. Se observo una respuesta en el pabellon auricular (oreja) asi como una respuesta positiva en los
dedos, indicando medrosidad. La temperatura corporal cayé hasta 32,7°C después del tratamiento.

Los animales del grupo con una dosificacién elevada mostraron como los otros grupos una disminucién inicial de
la dispersién en la jaula y una disminucién de la actividad locomotora, pero mostraron un aumento de la dispersién
y la actividad locomotora antes de la muerte, que se producia aproximadamente 1 hora después del tratamiento. Se
produjeron convulsiones simétricas clonicas graves 30 minutos después del tratamiento. Inicialmente la respiracién
disminuyd, pero aument6 antes de la muerte. La respuesta del pabell6n auricular (oreja) se retrasé y se observé una
respuesta positiva de los dedos, indicando medrosidad, ambas como las observadas en los animales del grupo con una
dosis baja. La temperatura corporal cayé hasta 30,7°C después del tratamiento. Se observé un aumento de la pasividad
posicional asi como un descenso del tono del organismo. Se observé una rotacién anémala de las extremidades,
disminuyé la fuerza de agarre, no estuvo presente una respuesta de dolor y se produjo una pérdida del reflejo de
enderezamiento.

Discusion

Cuando se compararon con los animales de control y los animales tratados con DMSO, los animales que recibieron
la dosis baja (50 mg/kg) mostraron solamente un descenso en la respiracién y un incremento en el grado de ptosis.
Los animales que recibieron la dosis elevada (300 mg/kg) de la muestra de ensayo reaccionaron muy intensamente
mostrando convulsiones y muerte. Todas las demds observaciones realizadas en estos animales se pueden atribuir
a los animales que estdn con convulsiones y muriendo. No se observaron signos que hicieran pensar en acciones
tranquilizantes y sedantes tales como un marcado descenso de la dispersion en las jaulas, un descenso de la actividad
locomotora y apatia en los grupos de ensayo que pudieran ser atribuidos a la muestra de ensayo.

Por lo tanto se puede concluir que la muestra de ensayo es letal para los ratones a 300 mg/kg y tiene efectos de
supresion de la respiracién sobre los ratones a 50 mg/kg, cuando se administra intraperitonealmente con DMSO como
disolvente.

Ensayo de Toxicidad Aguda

El propésito de este ensayo fue obtener informacidn sobre la toxicidad de la muestra de ensayo.
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Procedimiento Experimental

Se purificé un extracto vegetal preparado de acuerdo con la invencién como se ha descrito antes, y que tenfa accién
supresora del apetito y se sometid a prueba una muestra de ensayo a dosis crecientes mediante tratamiento oral en
ratones. Se utilizaron dos animales por grupo de dosificacion, excepto en el grupo con la dosis mds elevada en el
que solamente se tratd un animal. Los animales se examinaron para verificar su buena salud y sus masas corporales
determinadas el dia del tratamiento.

Las dosis oscilaron de 100 mg/kg a 3028,5 mg/kg. La dosis se calculd y se mezclé en almidén de patata preparado,
de manera que cada animal recibié una dosis total de 0,2 ml. El animal 13 recibié 0,25 ml. El almidén de patata se
preparé mezclando 20 g de almidén en un pequefio volumen de agua fria, y afiadiéndolo a agua hirviendo, para hacer
un volumen de 1 litro. La suspension se dejo enfriar a la temperatura ambiente antes de administrar la dosis.

Los animales de los grupos 1 y 2 se trataron el mismo dia.

Se observaron durante 24 horas y si no habia sefiales de que hubieran desarrollado toxicidad, se trataba el siguiente
grupo. Se siguié el mismo enfoque hasta que se hubieron tratado todos los animales. Se sigui este programa para
asegurarse de que los animales no eran tratados innecesariamente cuando se habia alcanzado una dosis téxica aguda
en el grupo anterior.

Se observaron los animales para determinar los signos clinicos de toxicidad inmediatamente (1-2 horas) después
del tratamiento y después de eso diariamente.

Los animales supervivientes se sometieron a eutanasia mediante inyeccién intraperitoneal de pentobarbitona sédica
(disponible en el mercado con el nombre comercial Euthanaze, Centaur®) el dia 14 del experimento. Se realiz6 un
examen post-mortem en estos animales, asi como en el animal que murié durante el experimento. Se recogieron
muestras para el estudio histopatolégico.

Resultados

Grupo 1 (Grupo de Control)

No se observaron signos clinicos de toxicidad durante el periodo de observacién de 14 dias. Las ingestas de
alimento y agua estuvieron dentro de los pardmetros normales. Los cambios en la masa corporal también estuvieron
dentro de los pardmetros normales. No se registraron cambios histopatolégicos en las muestras de higado.

Grupo 2 (100 mg/kg)

No se observaron signos clinicos de toxicidad durante el periodo de observacion. Las ingestas de alimento y agua
fueron normales y los cambios en la masa corporal a lo largo del periodo de observacién también fueron normales.
No se observo patologia macroscpica ni se registraron cambios histopatologicos o morfoldgicos en las muestras de
higado.

Grupo 3 (200 mg/kg)

Los animales de este grupo no mostraron sintomas clinicos de toxicidad durante el experimento. Las ingestas de
alimento y agua fueron normales, asi como los cambios en la masa corporal. No se observd patologia macroscépica,
pero los higados mostraron cambios histopatolégicos en el examen. La tumefaccion turbia de los hepatocitos fue
leve en el animal 6, pero moderada en el animal 5. Asimismo se produjo degeneracion hidrépica moderada en los
hepatocitos del animal 5.

Grupo 4 (400 mg/kg)

No se observaron signos clinicos de toxicidad durante el periodo de observacion, y no se observé patologia ma-
croscopica durante el examen post-mortem. Se observaron tumefaccién turbia moderada y cambios hidrépicos leves
de los hepatocitos en el estudio histolégico.

Las ingestas de agua y alimento y el incremento de la masa corporal en el animal 7 fueron normales. El animal
8 consumid casi el doble de la ingesta de alimento total del animal 7 (144,6 g y 73,9 g respectivamente), pero el
incremento de la masa corporal fue solamente de 0,81 g en comparacién con 2,7 g.

Grupo 5 (800 mg/kg)

Un animal (animal 10) muri6 tres horas después de la administracién de la dosis sin mostrar ningtin signo especifi-
co. El otro animal (animal 9) sobrevivi6 a todo el periodo de observacién sin ningtin signo de toxicidad. La ingesta de
agua del animal superviviente fue normal (42,42 ml), mientras la ingesta de alimento fue elevada (134,2 g). La masa
corporal se incremento en 2,85 g que fue la més alta de todos los animales del experimento.

10
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En el examen post-mortem del animal 10, que murié poco después de la administracién de la dosis oral, los pulmo-
nes estaban congestionados. No hubo ninguna reaccién extrafia del organismo que pudiera haber indicado inhalacién
del material de ensayo. No se observo patologia macroscépica en el animal 9. El animal 10 present6 una vacuolizacién
citopldsmica leve (degeneracién hidrépica), pero en el animal 9 fue moderada. La apariencia citopldsmica glandular
del higado se clasific6 como moderada en ambos animales.

Grupo 6 (1.600 mg/kg)

Ninguno de los animales present6 signo clinico alguno de toxicidad a lo largo de la duracién del experimento. No
se observo patologia macroscOpica en el examen post-mortem, pero se observaron cambios degenerativos moderados
en el higado del animal 11 en el examen histopatolégico. El animal 12 mostr6é una tumefaccién turbia moderada y
cambios hidrépicos leves de los hepatocitos. Las ingestas de alimento y agua fueron normales, como el incremento de
la masa corporal a lo largo del periodo experimental.

Grupo 7 (3.028.5 mg/kg)

Con esta dosificaciéon solamente se traté un animal. Este animal no mostré signos de toxicidad durante el periodo
de observacidn, y no se observé patologia macroscopica. En el examen histopatoldgico, se observd tumefaccion turbia
moderada y degeneracién hidrépica de los hepatocitos. El animal mostré una pérdida de masa corporal a lo largo del
periodo de observacién (-82, g), pero las ingestas de alimento y agua fueron normales.

Discusion

Puesto que se utilizé un nimero muy pequefio de animales en cada grupo de dosificacion, resulta dificil sacar
conclusiones. El hecho de que solamente un animal muriera a una tasa de dosis baja, sin mostrar ningtin sintoma,
podria indicar que la muerte no estuvo relacionada con la muestra de ensayo, sino debida al estrés durante y/o después
del tratamiento. Ningtin animal murié en los grupos de dosis mds altas ni mostré signo alguno de toxicidad, lo que
apoya més esta suposicion.

El incremento de la ingesta de alimento mostrado en el animal 8 podria atribuirse posiblemente a un derrame
excesivo de alimento como reflej6 un pequefio incremento en la masa corporal. Se debe tener en cuenta que todos los
animales de este experimento fueron tratados solamente una vez, y que es poco probable que un supresor del apetito
tenga una influencia marcada sobre las ingestas de alimento o agua, o la masa corporal a lo largo de un periodo de 14
dias, como era el caso de este experimento.

A partir del examen histopatoldgico de las muestras de higado, quedé claro que los cambios patoldgicos estaban
relacionados con la dosis, mostrando los animales que recibian dosis superiores los cambios de consideracién. La
patologia observada no era de naturaleza metabdlica, pero posiblemente estaba inducida por la muestra de ensayo. Los
cambios solamente fueron degenerativos y por lo tanto reversibles. No se observaron signos de cambios hepatocelula-
res irreversibles.

Por lo tanto, se puede concluir que solamente un animal murié a una dosis inferior (800 mg/kg), pero que posi-
blemente la muerte no estuvo relacionada con la muestra de ensayo. Ninguno de los otros animales de ninguno de
los grupos de dosificacion mostré signo alguno de toxicidad durante el periodo de observacion de 14 dias después del
tratamiento, ni murié como resultado del tratamiento. Una tnica dosis oral de la muestra de ensayo indujo cambios
hepatocelulares reversibles relacionados con la dosis.

¢) Ensayo Anoréxico de Dosificacion Oral

El propdsito de este ensayo fue determinar la actividad de un extracto vegetal preparado de acuerdo con la inven-
cion, y la dosis eficaz minima, y al mismo tiempo investigar cualquier posible efecto secundario tal como la supresién
respiratoria, como se encontrd en el Test de Irwin (referido més arriba).

Procedimiento Experimental

Los animales se distribuyeron en grupos de tratamiento utilizando tablas de aleatorizacién. Cada grupo de trata-
miento consistié en tres animales, con 6 animales en el grupo de control. Se administraron dosis de la muestra de
ensayo a ratas hembra jovenes con un peso corporal de 100-150 g en la aclimatacién, durante tres dias consecutivos.
Los animales se identificaron por medio de etiquetas metalicas en las orejas y marcas en la piel con KMnO, para una
facil identificacion. Los animales se alojaron individualmente en jaulas de policarbonato para roedores convencionales,
y estuvieron disponibles ad libitum agua y granulos para roedores comerciales en polvo. Se midieron las ingestas de
agua y alimento y se calcularon para cada dia. Con el fin de encontrar la dosis eficaz minima de la muestra de ensayo,
se sometieron a ensayo cinco dosis. El tratamiento fue mediante gavage oral, con la muestra de ensayo suspendida en
almidoén de patada.

La sustancia de ensayo fue el compuesto (1), un polvo granular de color blanco preparado a partir de un extracto
de un material vegetal de acuerdo con la invencién, y la cantidad medida de la muestra de ensayo se mezclé con
almidén de patata preparado y se administrd. La mezcla del almidén de patata tuvo lugar inmediatamente antes de la
dosificacion cada dia. Antes de la retirada del volumen de dosificacién a cada animal, se mezclaron las suspensiones
cuidadosamente utilizando un mezclador de vértice.

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2363 230 T3

Se someti6 a ensayo un intervalo de dosificaciones, recibiendo el grupo de control solamente la sustancia portadora.
Las dosis se seleccionaron basdndose en los efectos observados en el Ensayo de Irwin descrito mds arriba y fueron:

Grupo 1: 0,00 mg/kg (Grupo de Control)
Grupo2: 6,25 mg/kg
Grupo 3 12,50 mg/kg
Grupo 4: 25,00 mg/kg
Grupo 5: 37,50 mg/kg
Grupo 6: 50,00 mg/kg.
Resultados

El tratamiento no afect6 a la salud de los animales durante el periodo de estudio. Los animales tratados con la
muestra de ensayo en todos los grupos de dosificacidon, mostraron una masa corporal media significativamente reducida
a lo largo del periodo de estudio total, y los animales de tres de los cinco grupos de tratamiento realmente perdieron
masa corporal.

Se redujeron las ingestas medias de alimento para todos los grupos de tratamiento a lo largo del periodo de estudio.
Los animales de los grupos con una dosificacién superior mostraron un incremento en el consumo de agua.

No se vio afectada significativamente la frecuencia respiratoria de ninguno de los animales de ningtin grupo de
dosificacion.

Los animales de todos los grupos de dosificacién presentaron higados friables en el examen post-mortem, pero no
se observé patologia macroscépica.

Discusion

Los datos recogidos durante el periodo de aclimataciéon confirmaron que todos los animales incluidos en este
experimento estaban sanos y la ganancia de peso corporal fue comparable entre los animales.

La reduccién, y en algunos animales incluso una pérdida, en la ganancia de peso corporal, combinada con la
reduccién de ingesta de alimento es fuertemente indicativa de supresion del centro del apetito.

Se experiment6 una reduccion de la ingesta de alimento y una reduccién de la ganancia de masa corporal incluso
con el grupo al que se habia administrado la dosis mds baja (6,25 mg/kg).

La pérdida real de masa corporal se experimento en el grupo de 12,50 mg/kg.

Es importante observar que los grupos de tratamiento tenian todos un incremento en el consumo de agua cuando
disminuia el consumo de alimento (Figura 2). Esto podia ser debido a un efecto diurético de la muestra de ensayo, o a
una estimulacién del centro de la sed en el cerebro.

El hecho de que no se produjera ninguna supresion respiratoria como se habia observado en el ensayo de toxicidad
aguda referido antes, con la ruta intraperitoneal, se observa como un aspecto positivo. Esto podia estar debido a una
reduccién de la absorcion desde el tracto gastrointestinal, con la consiguiente reduccion de la biodisponibilidad. La
biodisponibilidad a las dosis orales sometidas a ensayo, no obstante, fue suficiente para que la muestra de ensayo fuera
eficaz. La ligera reduccién de la frecuencia respiratoria 1 hora después del tratamiento en la mayoria de los grupos
podia ser atribuida a la carga del estémago con el volumen de la dosis y la consiguiente pasividad de los animales.

Los higados friables observados en los grupos de tratamiento podifan estar debidos a un cambio en el metabolismo
energético derivado de la reduccion de la ingesta de alimento, ocasionando un incremento del metabolismo de la grasa
y una sobrecarga en el higado. Si este era en efecto el caso, estos cambios podian ser considerados posiblemente
cambios transitorios que se podrian recuperar con el tiempo después de haber alcanzado un estado estacionario, o
después de la retirada de la muestra de ensayo. El posible efecto sobre el higado también necesita una investigacién
adicional.

Puesto que este estudio fue concebido principalmente como un ensayo de escrutinio, se utilizaron pequefios grupos
de animales de ensayo. Esto dificulta la interpretacion estadistica de los datos, especialmente cuando los animales
individuales reaccionaban de manera totalmente diferente. Sin embargo, los datos indican que la muestra de ensayo
tenfa una accién supresora del apetito, incluso a la dosis mds baja sometida a ensayo (6,25 mg/kg). No se produjeron
signos clinicos de supresion respiratoria a las dosis sometidas a ensayo.

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 363 230 T3

Ejemplo 5

Se almacenan primero plantas de Hoodia cosechadas recibidas o bien de su entorno natural o bien a través de un
programa de cultivo a 4°C durante un maximo de 48 horas. Las plantas se lavan en agua corriente y después de eso
se trocean en porciones de + 1 cm. Las porciones troceadas se combinan todas y después se prensan en una prensa
hidraulica a una presién de 300 bares durante un minimo de 0,5 horas por prensado. Durante el prensado se recoge
por separado la savia de la planta. La savia se almacena a -18°C hasta que se requiera un tratamiento adicional.

La savia se somete a secado de rocio en condiciones adecuadas para obtener un polvo de flujo libre. El conteni-
do de humedad del polvo es preferiblemente menor del 5% después del secado de rocio y, si es necesario, se seca
adicionalmente en un horno de vacio o utilizando una secadora de lecho fluido.

Se ha demostrado que tanto la savia como el material sometido a secado de rocio son eficaces como supresores del
apetito en andlisis bioldgicos en ratas.

Procedimiento Experimental

Se lavaron 50 kg de plantas de Hoodia gordonii con agua corriente y después de eso se trocearon en porciones de 1
cm. Las plantas troceadas se prensaron después en una prensa hidraulica a 300 bares durante un minimo de 0,5 horas
por lote. Se recogid la savia y se encontré que la masa era de 10 kg cuando se utilizaban plantas de Hoodia gordonii
del entorno, y de 20 kg cuando se utilizaban plantas de Hoodia gordonii del programa de cultivo.

La savia (500 g) se someti6 a secado de rocio utilizando las siguientes condiciones:

Velocidad de flujo: 2,85 ml/min
Temperatura de entrada: 110°C
Temperatura de salida: 70°C

Temperatura de la cdmara:  78°C.

El polvo sometido a secado de rocio obtenido era un polvo de flujo libre (22 g) con un contenido de humedad de
6,9%.

El polvo sometido a secado de rocio se analiz6 para determinar la concentraciéon de ingrediente activo utilizando
técnicas de HPLC. Se determiné que la concentracién del ingrediente activo era de 13 g/kg de polvo sometido a secado
de rocio.

Meétodo de Andlisis por HPLC

Eluyente: Acetonitrilo : agua isocratica (7:3)
Columna: Fase Inversa C-18
Absorbancia UV: 225 nm
Velocidad de Flujo: 1 ml/min
Volumen de Inyeccién: 10 pl.
Meétodo

Se disolvi6 el polvo sometido a secado de rocio (10 mg) en agua (0,5 ml) y acetonitrilo (0,5 ml). Se inyectaron 10
(1 de esta solucién en la HPLC y se determind la concentracién del compuesto activo (1) utilizando una curva patrén
que se habia preparado a partir del compuesto puro (1).

Ejemplo 6

Los resultados de un estudio disefiado para evaluar los posibles efectos anoréxicos del compuesto (1) en ratas se
presentan mds abajo. En lo siguiente, las muestras sometidas a ensayo son savia pura (Muestra 1), savia sometida
a secado de rocio (Muestra 2) y radical activo (Muestra 3). Las muestras 1 y 2 son la savia y la savia sometida a
secado de rocio respectivamente, como se describe en el Ejemplo 5 anterior, la muestra 3 es un compuesto extraido
con disolvente (1) de una pureza de > 95%.

Las muestras 1 a 3 se administraron cada una en forma de una unica dosis oral a ratas macho Wistar. Dos grupos

de control adicionales recibieron vehiculo (agua destilada o DMSO). Se incluy6 fenfluramina administrada oralmente
(7,5 mg/kg) como patrén de referencia.
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La muestra 1 (savia pura) administrada oralmente, produjo reducciones dependientes de la dosis en el consumo
de alimento que eran estadisticamente significativas a dosis de 1600 mg/kg y superiores cuando se comparaban con
los controles tratados con vehiculo. También se registraron reducciones concomitantes en el peso corporal (o tasa de
crecimiento). El dia de la dosificacion, se registraron incrementos estadisticamente significativos en el consumo de
agua a las 3 horas de la administracion de la dosis (6400 y 10000 mg/kg) y a las 6 horas de la administracién de la
dosis (10000 mg/kg). Entre las 24 y las 48 horas posteriores a la administracion de la dosis, se registraron reducciones
estadisticamente significativas en el consumo de agua a dosis de 3200 mg/kg y superiores.

La muestra 2 (savia sometida a secado de rocio) administrada oralmente a 76 mg/kg también produjo reducciones
estadisticamente significativas en el consumo de alimento y el peso corporal cuando se comparé con animales tratados
con vehiculo. No se registraron efectos estadisticamente significativos sobre el consumo de agua.

La muestra 3 (radical activo) produjo reducciones estadisticamente significativas en el consumo de alimento a una
dosificacién oral de 5,0 mg/kg. No se produjeron efectos estadisticamente significativos sobre los pesos corporales por
el radical activo aunque el examen de los datos revel6 una ligera caida del crecimiento cuando se compararon con los
animales de control tratados con vehiculo. No se registraron efectos estadisticamente significativos sobre el consumo
de agua.

El patrén de referencia, la fenfluramina (7,5 mg/kg), produjo reducciones estadisticamente significativas en el
consumo de alimento a las 6 y 24 horas de la administracién de la dosis cuando se compar6 con el grupo de control

tratado con vehiculo relevante. No se registraron efectos estadisticamente significativos sobre el consumo de agua o el
peso corporal.

No se registraron efectos relacionados con el tratamiento sobre los higados.

Sustancia de ensayo

Identidad Muestra 1 (savia pura) Muestra 2 (savia secada rocio) Muestra 3 (radical activo)
Apariencia Liquido pardo Polvo Polvo blanco

Condiciones de
almacenamiento -20°C en oscuridad Temperatura ambiente 4°C en oscuridad
en oscuridad

Pureza Savia pura Savia secada rocio pura > 95%

Vehiculo Agua destilada Agua destilada Dimetilsulféxido (DMSO)

Procedimiento Experimental
Se utilizaron 55 ratas macho Wistar para el estudio.

Los pesos corporales, el consumo de alimento (peso de la tolva de alimento) y consumo de agua (peso de la botella)
se registraron diariamente a la misma hora cada dia desde el dia de la llegada hasta la terminacién del estudio.

El dia 1, las ratas recibieron una tnica dosis oral (gavage) de acuerdo con la siguiente tabla:

Grupo n Tratamiento oral Dosis (mg/kg)
1 5 Vehiculo (agua destilada) -

2 4 Muestra 1 (savia pura) 800

3 5 Muestra 1 (savia pura) 1600

4 5 Muestra 1 (savia pura) 3200

5 5 Muestra 1 (savia pura) 6400

6 5 Muestra 1 (savia pura) 10000

7 5 Muestra 2 savia secada rocio 38

8 5 Muestra 2 savia secada rocio 76
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9 5 Muestra 3 (radical activo) 2,5
10 5 Muestra 3 (radical activo) 50
11 3 Fenfluramina 7,5
12 3 Vehiculo (DMSO) -

A los grupos 1 - 8 se les administraron las dosis utilizando un volumen de la dosis constante de 10 ml/kg y a los
grupos 9 - 12 se les administraron las dosis a un volumen de 1 ml/kg.

El consumo de alimento y agua también se midieron a las 1, 3, y 6 horas de la administracién de la dosis el Dia 1.

Después de las medidas del Dia 8, los animales se sacrificaron mediante asfixia con diéxido de carbono, y se
extirparon los higados y se colocaron en formalina tamponada al 10%, antes de la histologia. Se tomaron secciones
en cera de parafina de cada higado de 4 - 5 um y se tifieron con hematoxilina y eosina. Las secciones adicionales se
cortaron en un criostato a 12 um y se tifieron para determinar la grasa con Oil Red O (ORO).

Andlisis de los Datos

Las medidas del consumo de alimento y agua después de la administracién de la dosis y los pesos corporales
en cada momento puntal para los animales tratados con P57 se compararon con los del grupo de control tratado
con vehiculo de un modo similar relevante utilizando el andlisis de la varianza seguido del test de Williams para las
comparaciones con los controles.

Los datos para los animales tratados con fenfluramina se compararon con los del grupo de control tratado con
vehiculo utilizando el test de la t de Student.

Resultados
Los resultados se resumen en las tablas.

La Muestra 1 (savia pura) administrada oralmente produjo reducciones relacionadas con la dosis marcadas en
el consumo de alimento diariamente. La duracién y la amplitud de estas reducciones en el consumo de alimento
fueron dependientes de la dosis. A las 24 horas de la administracién de la dosis, la Muestra 1 (savia pura) produjo
reducciones estadisticamente significativas en el consumo de alimento a dosis de 1600 mg/kg y superiores cuando se
compard con los controles tratados con vehiculo. La dosis mds alta de la Muestra 1 (savia) (10000 mg/kg) produjo
reducciones estadisticamente significativas en el consumo de alimento con una pauta diaria hasta 5 dias después de la
administracién de la dosis.

La Muestra 2 (savia sometida a secado de rocio) y la Muestra 3 (radical activo) produjeron reducciones marcadas y
estadisticamente significativas en el consumo de alimento a dosis orales de 76 y 5,0 mg/kg respectivamente. En ambos
casos los efectos duraron 48 horas después de la administracion de la dosis.

El patrén de referencia, la fenfluramina (7,5 mg/kg, p.o.) produjo reducciones estadisticamente significativas en el
consumo de alimento a las 6 y 24 horas de la administracién de la dosis cuando se compar6 con el grupo de control
tratado con vehiculo relevante (Grupo 12).

La Muestra 2 (savia sometida a secado de rocio) y la Muestra 3 (radical activo) no produjeron efectos relacionados
con la dosis, marcados sobre el consumo de agua. El dia de la administracién de la dosis, la savia pura produjo
incrementos estadisticamente significativos en el consumo de agua a las 3 horas de la administracién de la dosis
(6400 y 10000 mg/kg) y 6 horas después de la administracién de la dosis (10000 mg/kg). Dos dias después de la
administracion de la dosis no obstante, se registraron descensos estadisticamente significativos en el consumo de agua
en los animales que recibieron la Muestra 1 (savia) a 3200, 6400 y 10000 mg/kg. Estas reducciones no obstante, no
estaban claramente relacionadas con la dosis y solamente se produjeron entre 1 y 2 dias después de la administracién
de la dosis. La trascendencia bioldgica de estos efectos por lo tanto sigue sin estar clara.

La Muestra 1 (savia pura) produjo efectos estadisticamente significativos, relacionados con la dosis sobre los pesos
corporales cuando se comparé con el grupo de control tratado con vehiculo (Grupo 1). Cuando se administré oralmente
a dosis de 3200 mg/kg y superiores, la Muestra 1 (savia pura) produjo reducciones estadisticamente significativas en el
peso corporal o disminuyé las tasas de crecimiento cuando se compar6 con los animales tratados con vehiculo. Estos
efectos fueron estadisticamente significativos desde 48 horas después de la administracion de la dosis hasta el final del
estudio.

La Muestra 2 (savia sometida a secado de rocio) administrada oralmente a 76 mg/kg también produjo reducciones
estadisticamente significativas en el crecimiento de los animales cuando se comparé con el grupo de control tratado
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con vehiculo (Grupo 1). Estos efectos fueron estadisticamente significativos entre los Dias 3 (a las 48 horas de la
administracién de la dosis) y 5, inclusive.

Aunque la Muestra 3 (radical activo) parecia retrasar el crecimiento de los animales a la dosis més elevada (5,0
mg/kg) cuando se comparaba con el grupo de control tratado con vehiculo relevante (Grupo 12), este efecto no era
estadisticamente significativo.

La fenfluramina (7,5 mg/kg) no produjo efectos marcados o estadisticamente significativos sobre el consumo de
agua o los pesos corporales cuando se comparé con el grupo de control tratado con vehiculo (Grupo 12).

No se registraron efectos relacionados con el tratamiento sobre los higados.
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15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Efectos de la administracion oral sobre el consumo de alimento en ratas
(datos pre-dosificacion diaria)

Grupo Tratamiento Dosis Consumo medio de alimento del grupo (g * dt) entre los Dias
oral (mg/kg)
-6 -5 -4 -3 -2
-5 -4 -3 -2 -1
1 Vehiculo - 278+154 | 242+183 | 276+3,67 | 28,3+3,50 | 29,4+266
(agua)
2 Muestra 1 800 283+143 | 249082 | 27,7+0,76 | 28,4+1,51 | 30,1+0,27
savia
3 Muestra 1 1600 290£1,39 | 250216 | 27,4+196 | 288+0,61 | 29,5+1,55
savia
4 Muestra 1 3200 272+233 | 251246 | 26,0£252 | 285+229 | 276+1,15
savia
5 Muestra 1 6400 287+164 | 253+1,73 | 27,3+£1,45 | 292+1,09 | 30,3+0,90
savia
6 Muestra 1 10000 285+238 | 23,7273 | 26,0£2,31 | 27,0+ 3,50 | 28,7+226
savia
7 Muestra 2 38 281+124 | 239+1,79 | 245+230 | 276+1,61 | 285+1,87
secado rocio
8 Muestra 2 76 28,7091 | 265155 | 27,1£1,01 | 28,7+1,99 | 289+ 1,37
secado rocio
9 Muestra 3 2,5 288+149 | 26,4312 | 29,0199 | 294+1,76 | 2956+2,81
radical activo
10 Muestra 3 5,0 28,3+21 258+186 | 281265 | 2800+265 | 28,5+3,03
radical activo
11 Fenfluramina 7,5 291+066 | 253+4,03 | 27,0£1,53 | 30,8+0,54 | 29,7+284
12 Vehiculo - 279+1,8 26,7211 | 28,7199 | 281+4,06 | 30,5254
(DMSO)
dt Desviacién tipica
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TABLA 1b

Efectos de la administracion oral sobre el consumo de alimento en ratas

(datos pre-dosificacion diaria)

Grupo | Tratamiento Dosis Consumo medio de alimento del grupo (g * dt) entre los Dias
oral (mg/kg)
1-2 2-3 3-4 4-5 5-6 6-7 7-8
1 Vehiculo - 29,5+ 296 % 30,6 £ 31,8 30,7+ 31,7 % 329+
(agua)
3,15 2,84 3,49 3,21 2,24 3,03 3,18
2 Muestra 1 800 26,1+ 29,3+ 30,7 £ 30,9+ 33,3+ 32,7+ 40,1+
savia
0,98 1,49 1,15 0,60 1,69 0,80 13,40
3 Muestra 1 1600 226+ 26,9+ 30,9 # 30,9+ 34,1+ 33,7+ 338+
savia
3,17 2,06 2,54 1,22 1,36 1,69 1,61
4 Muestra 1 3200 20,1** % 19,0 & 22,8 % 28,0 314 32,3+ 33,0
savia
1,39 1,88 1,77 3,14 2,82 2,91 3,01
5 Muestra 1 6400 18,2** 14,8** & 184 % 22, 4% & 26,9+ 31,0+ 32,0
savia
4,18 1,75 0,97 3,01 2,81 2,31 2,34
6 Muestra 1 10000 15,1** 12,4* & 16,0 % 19,7 £ 226 * 30,1+ 326+
savia
2,98 2,61 3,15 4,31 5,70 4,79 5,90
7 Muestra 2 38 256+ 27,3+ 30,3+ 31,0+ 31,8+ 31,1+ 31,8+
secado
rocio 2,85 0,95 2,06 2,13 1,63 1,94 2,45
8 Muestra 2 76 24 2%+ 252 *+ 299+ 30,2+ 312+ 32,3+ 33,1+
secado
rocio 3,25 3,24 1,85 2,28 2,26 1,44 0,61
9 Muestra 3 2,5 26,8+ 291+ 31,7 % 34,0+ 34,4+ 33,1+ 34,8+
radical
activo 3,33 3,43 3,08 2,95 4,32 4,11 3,71
10 Muestra 3 5,0 221+ 21,0+ 276 30,5+ 33,0 324+ 33,0
radical
activo 2,19 3,07 5,26 3,33 3,16 3,25 3,84
11 Fenfluramina 7,5 22,47+ 31,9+ 32,7+ 33,0+ 30,4+ 32,7+ 324+
3,19 0,84 2,50 2,55 0,23 1,90 1,60
12 Vehiculo - 29,9+ 30,6+ 30,1+ 324+ 31,8 32,8+ 33,3
(DMSO)
3,36 4,43 4,17 5,26 3,08 3,98 3,76

dt Desviacién tipica

Los Grupos 2 — 8 se compararon con el Grupo 1 con vehiculo: *p<0,05, **p<0,01

Los Grupos 9 — 11 se compararon con el Grupo 12 con vehiculo: p<0,05, T p<0,01
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TABLA 2a

Efectos de la administracion oral sobre el consumo de agua en ratas

(datos pre-dosificacion diaria)

Grupo Tratamiento Dosis Consumo medio de alimento del grupo (g * dt) entre los Dias
oral (mg/kg)
-8 -5 -4 -3 -2
-5 -4 -3 -2 -1
1 Vehiculo - 409+461 | 348+x415 | 376+563 | 335742 | 322+6,32
(agua)
2 Muestra 1 800 386+196 | 37,1+974 | 364+481 | 281+£1,83 | 30,4+4,75
savia
3 Muestra 1 1600 43,4 + 359+384 | 384+456 | 31,1+4,47 | 365+5,39
savia 10,53
4 Muestra 1 3200 40,1+558 | 33,3+3,01 37,3+446 | 31,3+348 | 31,7+3,18
savia
5 Muestra 1 6400 438+857 | 36,3+9,02 | 354+818 | 340662 | 351+572
savia
6 Muestra 1 10000 374534 | 32,7335 | 332+4,86 | 29,0511 | 322+ 3,27
savia
7 Muestra 2 38 400+£436 | 358+492 | 347+320 | 302+1,88 | 31,4+298
secado rocio
8 Muestra 2 76 386+198 | 37,0+196 | 488215 | 31,6+4,56 39,0+
secado rocio 17,27
9 Muestra 3 2,5 420+6,70 | 37,0+505 | 341+316 | 280+258 | 316+ 3,12
radical activo
10 Muestra 3 5,0 409+448 | 342+300 | 327+126 | 282165 | 33,1+4,.82
radical activo
11 Fenfluramina 7,5 47,0+£5,3 355749 | 347373 | 309+212 | 316+2,80
12 Vehiculo - 433+567 | 345+497 | 352+434 | 2831464 | 314+6,44
(DMSO)

dt Desviacioén tipica
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TABLA 2b

Efectos de la administracion oral sobre el consumo de agua en ratas

(datos pre-dosificacion diaria)

Grupo | Tratamiento Dosis Consumo medio de alimento del grupo (g * dt) entre los Dias
oral (mg/kg)
1-2 2-3 3-4 4-5 5-6 6-7 7-8
1 Vehiculo - 349+ 369+ 38,0+ 37,2+ 37,7+ 353+ 36,5+
(agua)
5,45 6,06 7,59 6,18 5,54 2,86 5,85
2 Muestra 1 800 30,9+ 344+ 382+ 359+ 39,5+ 28,8+ 31,8+
savia
3,77 8,12 13,71 13,51 11,20 1,22 5,58
3 Muestra 1 1600 29,2+ 31,7+ 413 * 346+ 48,1+ 37,8+ 369+
savia
1,66 5,35 11,21 4,10 12,27 7,28 9,28
4 Muestra 1 3200 359+ 26,2* £ 30,5+ 341+ 458 + 51,0+ 426+
savia
5,88 2,66 2,44 4,80 18,54 35,21 13,88
5 Muestra 1 6400 334+ 27,4* + 326 * 354+ 452 36,2+ 359+
savia
12,04 8,13 10,67 10,78 8,72 6,72 9,58
6 Muestra 1 10000 31,7+ 28,5 324+ 36,6+ 40,7 = 38,0+ 375+
savia
12,74 8,85 8,87 6,50 11,51 6,66 6,21
7 Muestra 2 38 36,0+ 345+ 382+ 39,6+ 42,7 456+ | 46,11+
secado
rocio 6,02 1,79 7,16 7,09 9,74 17,15 9,49
8 Muestra 2 76 45,0+ 39,1+ 46,9 + 350+ 419+ 36,9 38,1+
secado
rocio 19,03 16,89 18,34 3,40 12,37 8,47 8,93
9 Muestra 3 2,5 322+ 36,1+ 383+ 41,5+ 34,7 33,0+ 353
radical
activo 4,01 12,42 11,71 16,60 7,57 4,20 8,70
10 Muestra 3 5,0 33,9+ 3156+ 351+ 37,7+ 39,56+ 37,4 37,8+
radical
activo 2,40 8,12 3,82 5,99 7,78 11,07 6,42
11 Fenfluramina 7,5 34,1+ 372+ 36,7 33,8+ 33,7 321+ 336
3,60 1,48 3,92 2,89 5,43 1,93 2,50
12 Vehiculo - 40,7 + 33,8+ 329+ 352+ 33,8+ 32,3 32,0+
(DMSO)
9,10 9,37 7,07 11,49 9,82 7,44 7,22

dt Desviacién tipica

Los Grupos 2 — 8 se compararon con el Grupo 1 con vehiculo: *p<0,05

Los Grupos 9 — 11 se compararon con el Grupo 12 con vehiculo (sin significacién)
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TABLA 3a

Efectos de la administracion oral sobre el peso corporal en ratas
(datos pre-dosificacion diaria)

Grupo Tratamiento Dosis Consumo medio de alimento del grupo (g * dt) el Dia
oral (mg/kg)
-6 -4 -3 -2 -1

1 Vehiculo - 130,9 + 150,7 = 157,3 = 168,1 177,5
(agua) 5,66 5,37 5,29 6,20 6,70

2 Muestra 1 800 1316 = 150,1 158,56 169,6 + 177,7 %
savia 4,34 4,84 4,35 4,99 4,10

3 Muestra 1 1600 130,143 148,6 = 156,7 + 167,5 176,6 +
savia 6,59 6,38 6,04 6,37

4 Muestra 1 3200 130,8 = 147,7 = 154,4 + 165,2 + 175,8 +
savia 6,19 7,56 8,06 8,43 9,10

5 Muestra 1 6400 1326 + 151,3 158,4 + 169,0 + 178,1
savia 7,01 7,23 8,50 8,79 7,75

6 Muestra 1 10000 132,3 151,8 = 157,3 = 167,1 175,4 +
savia 6,75 9,08 9,37 10,41 10,90

7 Muestra 2 38 131,7 149,0 + 156,2 + 166,7 + 175,6 +
secado rocio 8,28 5,85 5,81 5,54 8,42

8 Muestra 2 76 130,0 + 146,1 £ 155,9 + 166,0 + 175,1 =
secado rocio 6,99 6,00 6,59 6,87 6,55

9 Muestra 3 2,5 1326 = 148,9 + 157,3 = 169,8 + 179,4 +
radical activo 7,63 8,51 8,91 8,96 8,71

10 Muestra 3 5,0 133,5+ 150,5 = 158,8 + 171,0 = 179,0 +
radical activo 6,45 9,55 8,48 7,72 9,20

11 Fenfluramina 7,5 1332+ 152,7 = 160,0 = 170,0 = 182,8 +
9,21 9,09 9,82 9,15 10,21

12 Vehiculo - 129,1 147,3 = 155,0 + 166,0 + 174,8 +
(DMSO) 3,17 4,37 6,29 5,91 8,26

dt Desviacién tipica
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Informe Histopatologico

El examen histopatolégico se restringi6 al higado. No se detectaron cambios relacionados con el tratamiento para
la Muestra 1 (liquida), la Muestra 2 (savia sometida a secado de rocio), la Muestra 3 (radical activo), la fenfluramina
o el grupo de control con DMSO.

Los descubrimientos registrados tuvieron una incidencia similar en los grupos de control y tratados.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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Ejemplo 7

Mais abajo se describe un bioandlisis adicional, que empled las mismas muestras de ensayo descritas en el Ejemplo
6. Los animales de este estudio recibieron una dieta restringida, esto es, los animales solamente recibieron alimento
entre las 12,00 y las 3,00 pm diariamente. Esto es diferente de todos los demds andlisis bioldgicos llevados a cabo
hasta ahora, en los cuales el alimento se encontraba disponible para las ratas ad. [ib. Los animales se aclimataron a
lo largo de un periodo de siete dias (dias -7 a -1), la administracién de la dosis tuvo lugar desde el dia O hasta el dia
6 a las 9,00 am mediante gavage oral. El periodo de recuperacion fue desde el dia 7 hasta el dia 13. Los grupos de
dosificacion se describen en la siguiente Tabla 1. Se debe observar que el grupo de control real estd marcado como
Grupo 09. El Grupo 5 es un grupo controlado que recibié una dieta equivalente a la del Grupo 4. El propésito de este
grupo fue evaluar el efecto que tiene una dieta restringida sobre las vidas de los animales.

Resultados

Los resultados generados durante el estudio demostraron que el periodo de aclimatacion fue demasiado corto. Las
ratas se alimentan principalmente durante la noche y el cambio repentino a un acceso restringido al alimento durante
3 horas a lo largo del dia, dio como resultado ingestas diarias bajas. La ingesta diaria de alimento todavia estaba
creciendo en la mayor parte de los grupos al final del periodo de aclimatacién cuando empezaron los elementos del
ensayo. Como resultado de esto, el efecto de los materiales de ensayo no afectd significativamente a la ingesta de
alimento de las ratas durante el periodo de administracién de la dosis.

En la Tabla D1 y en la Tabla D2 se muestran las masas corporales medias para los diferentes grupos del dia -7 al -1
y los dias 0 a 6. El efecto de las diferentes dosificaciones de la savia y la savia sometida a secado de rocio se muestra en
los graficos adjuntos como el % de cambio de la masa corporal del dia 0 al 7 (Figura 5), y el % de cambio de la masa
corporal del dia -7 al 7 (Figura 6). La pérdida de masa corporal estd claramente relacionada con la dosis especialmente
con las dosis més elevadas. El examen histopatolégico de los higados no mostré ninguna patologia significativa en los
grupos que recibieron los elementos del ensayo.

Alimento

Se midié el consumo de alimento diariamente, durante la aclimatacién y durante el estudio. El alimento estuvo
disponible durante un periodo de 3 horas de alimentacién diariamente, comenzando a las 12,00 y terminando a las
15,00. Los animales se mantuvieron en ayunas durante el resto del tiempo. Los animales del Grupo 5 recibieron una
cantidad medida de alimento el Dia 1, equivalente al consumo medio de alimento del Grupo 4 el Dia 0. Este patrén
de alimentacién controlada para el Grupo 5, determinado a partir del consumo medio de alimento del Grupo 4 del dia
anterior, fue seguido los Dias 1 - 7.

Agua

Se proporcioné agua en recipientes convencionales. El agua (Magalies Water Board Tap Water, adecuada para
consumo humano) estuvo disponible ad libitum. El consumo de agua se midi6 una vez al dia, a 1a misma hora cada
dia, después de determinar el consumo de alimento.
Aclimatacion

Los animales se aclimataron durante siete dias antes del comienzo del estudio, tiempo durante el cual se determi-
naron el consumo de alimento y agua como se ha descrito antes. Las masas corporales se determinaron en una pauta

diaria durante este tiempo.

Diserio del Estudio y Procedimientos

TABLA 1
DISENO DEL ESTUDIO
GRUPO ENSAYO NUMERO DOSIS ELEMENTO DEL
ENSAYO
01 63 001 - 006 100 mg/kg Savia congelada
02 63 007 —012 400 mg/kg Savia congelada
03 63 013 -018 1600 mg/kg Savia congelada
04 63 019 — 024 3200 mg/kg Savia congelada
05 63 025 -030 CONTROL Agua Purificada Elga
Opcién 4
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TABLA 1 (continuacién)

DISENO DEL ESTUDIO

GRUPO ENSAYO NUMERO DOSIS ELEMENTO DEL
ENSAYO
06 63 031 -036 2,2 mg/kg Savia sometida a
secado rocio
07 63 037 — 042 8,8 mg/kg Savia sometida a
secado rocio
08 64 043 - 048 35 mg/kg Savia sometida a
secado rocio
09 63 049 - 054 CONTROL Agua Purificada Elga
Opcién 4

Ruta de Administracion

Los elementos del ensayo se administraron con una pauta diaria durante siete dias, utilizando una aguja intra-
gdstrica. Los animales se mantuvieron en ayunas durante 18 horas antes de la administracién del elemento (comienzo
a las 09,00).
Duracion del Tratamiento

Los animales se trataron durante siete dias consecutivos (desde el Dia O - Dia 6). Se sacrificaron 3 animales de
cada grupo 24 horas después de la tltima administracion de la dosis (Dia 7). Los tres animales restantes se sacrificaron
7 dias después del dltimo tratamiento (Dia 13). Este procedimiento se siguié para todos los grupos excepto para el
Grupo 5, donde tres animales se sacrificaron 24 horas después de la dltima alimentacién controlada (Dia 8), los tres
animales restantes se sacrificaron 7 dias después del tltimo tratamiento (Dia 13).

Masas Corporales

Las masas corporales se determinaron diariamente, aproximadamente la misma hora cada dia durante la duracion
del estudio, incluyendo la duracién del periodo de aclimatacion.

Eutanasia

Se sacrificaron tres animales de cada grupo 24 horas después de la tltima administracién de dosis (Dia 7).

Los tres animales restantes se sacrificaron 7 dias después del tltimo tratamiento. Este procedimiento se siguié
para todos los grupos excepto para el Grupo 5, donde los tres animales se sacrificaron 24 horas después de la tltima
alimentacion controlada (Dia 8), los tres animales restantes se sacrificaron 7 Dias después del ultimo tratamiento (Dia
13). Los animales se sometieron a eutanasia al final del perfodo de estudio con gas CO,.

Exdmenes Oftalmoscopicos

Los exdmenes oftalmoscopicos, utilizando un oftalmoscopio, se realizaron antes de la primera administracion del
elemento de ensayo y al terminar, en todos los animales de todos los grupos.

Patologia Macroscopica

Se realiz6 un examen post mortem completo a cada animal que habia sido sometido a eutanasia al final del periodo
de estudio.

Histopatologia

Se realizé el examen histopatoldgico en el higado de cada uno de los animales.
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TABLA D.1

Masas corporales medias/grupo/semana

Grupo | Tratamiento Dosis Masas corporales medias (g) & Desviacion tipica
oral
(mg/kg) Dia -7 Dia -6 Dia -5 Dia -4 Dia -3 Dia -2 Dia -1

01 Muestra 1 100 203,38+ | 197,13+ | 192,75+ | 188,62+ | 184,95+ | 182,48+ | 18225+
(savia) 95,39 90,63 89,49 86,75 84,80 83,47 82,57

02 Muestra 1 400 192,53+ | 183,92+ | 17825+ | 173,17+ | 170,82 | 168,25+ | 169,37

savia 65,60 61,20 59,37 58,10 57,42 58,40 59,25

03 Muestra 1 1600 14925+ | 142,87+ | 136,85+ | 132,37+ | 131,50 | 129,67+ | 131,12

savia 54,80 51,89 52,17 49,64 49,50 48,89 48,22
04 Muestra 1 3200 224156+ | 21445+ | 207,10+ | 201,82+ | 19825+ | 194,83+ | 196,77 %
savia 80,70 77,25 76,38 75,42 74,82 75,34 74,56
05 Agua - 21455+ | 204,85+ | 198,57+ | 193,48+ | 19240+ | 190,87+ | 190,15 %
purificada 74,90 72,41 71,79 68,49 67,48 67,39 65,24
Elga opcién
4 (control)

06 Muestra 2 2,2 20865+ | 199,37+ | 193,18+ | 18825+ | 186,22+ | 184,55+ | 18597
(Savia 65,74 62,49 61,18 60,89 59,98 58,86 58,76
secado
rocio)

07 Muestra 2 8,8 256,95+ | 246,02+ | 237,47+ | 232,62+ | 229,78+ | 228,07+ | 228,45
(Savia 77,55 73,67 73,53 71,73 771,76 69,88 68,81
secado
rocio)

08 Muestra 2 35 194,37+ | 185,83+ | 177,63+ | 172,05+ | 170,10 | 187,25+ | 168,00 =
(savia 43,74 42,70 41,10 40,13 39,49 37,61 38,83
secado
rocio)

09 Agua - 171,62+ | 162,67+ | 154,95+ | 151,38+ | 149,63+ | 148,30+ | 149,07

purificada 69,81 62,68 61,83 59,48 57,66 7,12 56,01
Elga opcion
4 (control)
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TABLA D.2 (continuacién)

Grupo | Tratamiento Dosis Masas corporales medias (g) & Desviacidn tipica
oral
(mg/kg) Dia 0 Dia1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia6

01 Muestra 1 100 183,87+ | 175,83+ | 175,72+ | 175,48+ | 17553+ | 177,95+ | 178,43
(Savia) 83,33 81,82 79,05 77,54 76,20 73,99 72,68

02 Muestra 1 400 173,45+ | 164,68+ | 164,75+ | 166,22+ | 166,55+ | 169,93+ | 171,77 =
(Savia) 60,73 58,52 58,37 57,69 57,79 57,47 57,29

03 Muestra 1600 134,38+ | 12920+ | 127,53+ | 127,20+ | 126,70+ | 128,00+ | 128,07 £
(Savia) 46,01 44,74 43,20 41,36 39,19 39,22 38,66

04 Muestra 3200 199,60+ | 196,38+ | 19220+ | 189,05+ | 186,57+ | 186,05+ | 185,68
(Savia) 75,16 73,96 71,20 69,11 66,29 67,45 65,73

05 Agua - 19427+ | 187,93+ | 181,97 | 177,53+ | 17473+ | 172,85+ | 171,45

purificada 67,46 65,48 65,01 64,73 61,08 58,63 56,79
Elga Opcién
4 (control)

06 Muestra 2 2,2 189,07+ | 181,62+ | 181,48+ | 184,42+ | 18575+ | 189,35+ | 189,68 =
(Savia 60,15 58,99 557,79 55,64 55,29 54,66 53,70
secado
rocio)

07 Muestra 2 8,8 230,28+ | 221,55+ | 22017+ | 221,80 | 222,82+ | 224,82+ | 22490+
(Savia 69,32 68,02 66,63 63,88 63,56 62,38 62,05
secado
rocio)

08 Muestra 2 35 169,10+ | 164,42+ | 162,50+ | 162,75+ | 162,52+ | 164,30+ | 16422
(Savia 38,40 38,03 36,81 36,36 36,93 37,69 37,18
secado
rocio)

09 Agua - 151,02+ | 146,55+ | 148,10+ | 149,70+ | 152,68+ | 155,82+ | 157,85

purificada 55,45 53,77 52,67 52,05 50,37 49,91 49,70
Elga opcién
4 (control)
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TABLA D.3 (continuacién)

Grupo | Tratamiento Dosis Masas corporales medias (g) & Desviacién tipica
oral
(mgrkg) Dia7 Dia 8 Dia 9 Dia 10 Dia 11 Dia 12 Dia 13

01 Muestra 1 100 185,38+ | 234,73+ | 236,73+ | 234,07+ | 236,33+ | 239,07+ | 238,43 +

(Savia) 72,64 62,44 62,39 62,09 62,31 60,24 59,85
(GHA | 35A)

02 Muestra 1 400 178,83+ | 225,63+ | 27713+ | 22710+ | 22043+ | 23493+ | 236,20 +

(Savia) 58,24 13,05 14,18 14,03 16,97 8,35 15,97
(GHA 1 35A)

03 Muestra 1 1600 132,22 +5517 | 13523+ | 134,53+ | 138,30+ [ 139,30+ | 142,80+

(Savia) 133,80 £ 455,74 54,96 53,03 51,10 49,51
(GHA 1 35A) 37,08
04 Muestra 1 3200 188,67+ | 19963+ | 198,90+ | 198,70+ | 194,73+ | 19493+ | 197,93
(Savia) 66,14 61,07 57,48 54,55 52,78 50,78 51,57
(GHA 9 35A)
05 Agua - 173,97+ | 172,98+ | 157,80+ | 158,87+ | 160,80+ | 163,40+ | 167,80+
purificada 54,29 52,06 58,62 57,76 57,67 56,27 58,49
Elga Opcién
4 (control)

06 Muestra 2 2,2 196,00+ | 190,27+ | 190,27+ | 19260+ | 194,73+ | 196,07+ | 198,60 *
(Savia 53,09 27,78 29,54 29,09 29,68 29,04 30,18
secado

rocio)
(GHA 159)

07 Muestra 2 8,8 231,30+ | 177,27+ | 178,17+ | 180,67+ | 182,03+ | 186,10+ | 189,73
(Savia 61,91 24,48 23,79 25,04 25,31 24,60 23,58
secado

rocio)
(GHA 1 59)

08 Muestra 2 35 167,48+ | 16490+ | 16663+ | 16843+ | 171,67+ | 17490 [ 178,57
(Savia 36,75 22,54 23,08 22,66 24,42 25,70 23,58
secado

rocio)
(GHA 1 59)
09 Agua - 165,60+ | 193,73+ | 196,87+ | 198,07+ | 199,83+ | 204,93+ | 207,13
purificada 49,27 22,37 21,86 21,02 20,21 18,65 18,22
Elga opcién
4 (control)
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TABLA 1
Evaluacion histologica de secciones de higado de ratas macho
Muestra 1
GRUPO 1: 100 mg/kg Muestra 1 GRUPO 2: 400 mg/kg Muestra 1
Animal Nam. Lesiones Animal Nam. Lesiones
hepaticas hepaticas
Dia7 01 NPL 07 FHS1
02 NPL 08 NPL C1+
03 NPL C1+ 09 NPL
Dia 13 04 NPL MLC Dia 13 10 DHS1+
05 FHS1+ 11 NPL
06 NPL 12 DHS1+
GRUPO 3: 600 mg/kg Muestra 1 GRUPO 4: 3200 mg/kg Muestra 1
Animal Nam. Lesiones Animal Num. Lesiones
hepéticas hepaticas
Dia7 13 NPL 19 NPL
14 NPL 20 NPL
15 NPL 21 NPL
Dia 13 16 NPL Dia 13 22 DHS1+
17 DHS1+ 23 FHS1+
18 NPL 24 NPL

Grupo 5: Control: Agua purificada Elga opcion 4: ingesta alimento restringida

Leyenda:
C=
DHS =
FHS =
NPL =

GRUPO 5: Control: agua purificada Elga opcién 4
Animal Nam. Lesiones
hepéticas
Dia 7 25 NPL MLC
26 NPL
27 NPL
Dia 13 28 DHS1+
29 DHS1+
30 NPL

Congestion

Hinchazoén células hidrépicas difusa
Hinchazoén células hidrépicas focal
Sin lesiones parenquimales

Infiltracion linfocitica minima

suave

moderado

grave.
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TABLA 2

Evaluacion histologica de secciones de higado de ratas macho
Muestra 2

GRUPO 6: 2,2 mg/kg Muestra 2

GRUPO 7: 8,8 mg/kg Muestra 2

Grupo 9: Control: Agua purificada Elga opcion 4

Leyenda:
C=
DHS =
FHS =

Congestion

GRUPO 9: Control: Agua purificada Elga opcién 4
Animal Num. Lesiones
hepaticas
Dia 7 49 NPL
50 NPL
51 FHS 1+
Dia 13 52 DHS1+
53 NPL
54 FHS1+

Hinchazén células hidrépicas difusa

Hinchazoén células hidrépicas focal

Sin lesiones parenquimales

Infiltracién linfocitica minima

suave

moderado

grave.

31

Animal Num. Lesiones Animal Num. Lesiones
hepaticas hepaticas
Dia 7 31 NPL 37 NPL
32 NPL MLC 38 NPL
33 FHS1+ 39 NPL C1+
Dia 13 34 NPL Dia 13 40 DHS1+
35 DHS1+ 41 NPL
36 NPL 42 MLC FHS1+
GRUPO 8: 35 mg/kg Muestra 2
Animal Num. Lesiones
hepaticas
Dia 7 43 NPL
44 NPL
45 NPL
Dia 13 46 NPL
47 NPL C1+
48 MLC FHS1+
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No se registraron lesiones especificas en las secciones del higado de las ratas experimentales que recibieron la
savia congelada asi como la savia sometida a secado de rocio que pudieran ser atribuidas a la administracién oral
de los productos quimicos mencionados antes. La hinchazén hidrépica de las células registrada tanto en las ratas
de control como experimentales puede indicar hinchazén de células metabdlicas normales y cambios andxicos. Se
encontraron focos minimos de infiltracién perivascular linfocitica en algunos animales y es muy probablemente una
observacidn casual. En unas pocas ratas se encuentra presente una congestion de grado leve en los sinusoides hepaticos
y debe ser considerada una observacion casual.

Un rasgo importante de la invencidén demostrado por los resultados de este estudio es que no se desarrollé toleran-
cia a ninguna de las muestras a lo largo del periodo de ensayo. Esto puede proporcionar un beneficio considerable,
concretamente en relacién con el tratamiento de la obesidad.

Si bien los compuestos y composiciones han sido descritos principalmente en relacién a sus propiedades como
supresores del apetito, se debe observar que esta expresion - “supresor del apetito” - se utiliza en la presente memoria
para indicar la actividad que tiende a limitar el apetito y/o aumentar la sensacion de saciedad, y por tanto tiende a
reducir la ingesta calorifica total; esto a su vez tiende a contrarrestar la obesidad. Por consiguiente, esta invencién
proporciona un método para tratar, prevenir o combatir la obesidad en un ser humano o un animal no humano que
comprende administrar a dicho ser humano o animal no humano una cantidad de una composicién o extracto que
contiene un compuesto de formula (1) para tratar, prevenir o combatir la obesidad.

El término “animal” segin se utiliza en la presente memoria se extiende, pero no estd restringido a, animales de
compaifiia, p. €j., mascotas domésticas y animales amaestrados; los ejemplos no limitantes de tales animales incluyen
ganado vacuno, ovejas, hurones, cerdos, camellos, caballos, volateria, peces, conejos, cabras, perros y gatos.

Como agente anoréxico o en el tratamiento o prevencion de la obesidad en seres humanos, se administra ventajo-
samente un compuesto de férmula (1), o la composicion definida en una cualquiera de las siguientes reivindicaciones,
a dicho ser humano en una cantidad de dosificacién de 0,01 mg/kg/dia a 10 mg/kg/dia. Un intervalo de dosificacién
preferido es de 0,05 mg/kg/dia a 0,5 mg/kg/dfa. Cuando se utiliza la forma en polvo del extracto sometido a secado
de rocio, un intervalo de dosificacién preferido es de 0,1 mg/kg/dia a 20 mg/kg/dia; es especialmente preferido de 0,5
mg/kg/dia a 5 mg/kg/dia.
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REIVINDICACIONES

1. Un método no terapéutico para suprimir el apetito en un ser humano o animal, comprendiendo el método
administrar a dicho ser humano o animal una composicién que comprende un extracto de una planta del género
Trichocaulon o el género Hoodia, cuyo extracto contiene una cantidad eficaz de un glicésido esteroideo supresor del
apetito de dicha planta, donde el glicésido esteroideo tiene la férmula

Ma
HO o Me Ms \
Mol Q o}
o o 0
H
OMs OMe

(1)

2. Un método como se reivindica en la reivindicacién 1, donde el extracto es obtenible por medio de un proce-
dimiento que incluye las etapas de tratar el material vegetal con un disolvente para extraer una fraccién que tiene
actividad supresora del apetito, separar la solucién de extraccion del resto del material vegetal, eliminar el disolvente
de la solucién de extraccidn y recuperar el extracto.

3. Un método como se reivindica en la reivindicacién 1, donde el extracto es obtenible por medio de un procedi-
miento que incluye las etapas de prensar el material vegetal para separar la savia del material vegetal sélido y recuperar
la savia libre del material vegetal s6lido para formar el extracto.

4. Un método como se reivindica en una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde la planta del género
Trichocaulon o del género Hoodia se selecciona entre las especies Trichocaulon piliferum y Trichocaulon officinale y
la planta del género Hoodia se selecciona entre las especies Hoodia currorii, Hoodia gordonii y Hoodia lugardii.

5. Un método como se reivindica en una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, donde el procedimiento incluye
la etapa de concentrar el agente activo del material extraido mediante extraccidn adicional con un disolvente.

6. Un método como se reivindica en una cualquiera de las reivindicaciones 2, 4 y 5, donde el disolvente de la
etapa o las etapas de extraccion con disolvente del procedimiento es uno o més de cloruro de metileno, agua, metanol,
hexano, acetato de etilo o una de sus mezclas.

7. Un método como se reivindica en una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 5, donde el procedimiento incluye
la etapa de concentrar el agente activo del material extraido mediante separacién cromatografica.

8. Un método como se reivindica en la reivindicacién 7, donde la separacién cromatografica emplea uno o mas de
cloroformo, metanol, acetato de etilo, hexano o una de sus mezclas como eluyente.

9. Un método como se reivindica en la reivindicacién 7 u 8, donde el procedimiento incluye llevar a cabo la sepa-
racién cromatografica en una columna, recoger el producto eluido en fracciones de la columna, evaluar las fracciones
para determinar su actividad supresora del apetito, y seleccionar al menos una fraccién que contiene el agente supresor
del apetito.

10. Un método como se reivindica en una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 9, donde en el procedimiento el
extracto se trata para formar un polvo de flujo libre.

11. Un método como se reivindica en una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el compuesto de
férmula (1) se aisla y/o purifica a partir de dicha planta.

12. Un método como se reivindica en una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el compuesto de
férmula (1) se aisla y/o purifica a partir de un extracto derivado de dicha planta.

13. Un método como se reivindica en una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la planta se selec-
ciona entre Hoodia currorii, Hoodia gordonii y Hoodia lugardii.
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14. Un método como se reivindica en la reivindicacion 13, donde la planta se selecciona entre Hoodia gordonii y
Hoodia lugardii.

15. Un método como se reivindica en la reivindicacién 13, donde la planta es Hoodia gordonii.

16. Un método como se reivindica en una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde la composicion es
una comida o una bebida.

17. Un método como se reivindica en la reivindicacién 16, donde la composicién es una comida.
18. Un método como se reivindica en la reivindicacién 16, donde la composicién es una bebida.

19. Un método como se reivindica en una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde el apetito de un ser
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humano es suprimido.
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MATERIAL VEGETAL
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