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DESCRIPCION
Composicion para mejorar la funcién sexual masculina que contiene extracto de baya de ginseng.
Campo Técnico

La presente divulgaciéon que comprende la invencion se refiere a una composicién para facilitar la circulacion
sanguinea, una composicién para la prevencion del envejecimiento vascular, una composicién para el tratamiento de
la inflamacién vascular, una composicién para facilitar la angiogénesis, una composicién para el tratamiento de
enfermedad cardiaca isquémica, una composicién para la mejora y el tratamiento de la insuficiencia circulatoria local,
una composicion para la mejora de la belleza de la piel, y una composicion para la mejora de la funciéon sexual
masculina, que comprenden extracto de bayas de ginseng como principio activo. Mas particularmente, la presente
divulgaciéon que comprende la invencién se refiere a composiciones que comprenden extracto de bayas de ginseng
como principio activo, que facilitan la generacion de 6xido nitrico (NO) en las células endoteliales, mejoran la
viabilidad de las células endoteliales, aumentan la movilidad de las células endoteliales y facilitan la angiogénesis a
través de la formacion de tubos vasculares; relajan el cuerpo cavernoso y mejoran la ereccion del pene al facilitar la
generacién de NO en las células endoteliales, mejorando asi la funciéon sexual masculina; y proporcionen un efecto
antioxidante, previenen el envejecimiento de la piel y mejoran las arrugas al facilitar la biosintesis de colageno y la
prevencion de MMP-1, proporcionan un efecto blanqueante de la piel a través de la inhibicién de la sintesis de
melanina, y proporcionan un efecto hidratante para la piel.

Técnica Antecedente

El ginseng (Panax ginseng C.A. Meyer) es una planta que pertenece al género ginseng, de la familia Araliaceae, y
se ha usado como hierba desde hace mas de 2.000 afios en Corea, China, Japén y otros paises. Empiricamente, se
ha usado para prevenir enfermedades y prolongar la vida. Hasta ahora, se sabe que el ginseng tiene los siguientes
efectos: efecto positivo sobre el sistema nervioso central, efecto anti-carcinogenético, actividad anticancerigena,
control de la funcién inmune, efecto antidiabético, efecto de mejora de la funciéon hepatica, mejora del trastorno
cardiovascular, efecto anti-arterioesclerético, control de la presion arterial, mejora del climaterio, mejora en las
afecciones osteoporoéticas, efectos antiestrés y antifatiga, efecto antioxidante, efecto de prevencion del
envejecimiento, y similares [The Recent Korean Ginseng: Constituents and Effects, Korea Ginseng and Tobacco
Research Institute, 56-112, 1996].

Los ginsendsidos, que son los compuestos activos tipicos del ginseng, se distribuyen uniformemente en las partes
aéreas y subterraneas de la planta. En particular, se sabe que no sélo el contenido, sino también las composiciones
de ginsendsidos son diferentes dependiendo de las partes de la raiz de ginseng a la hoja del ginseng y a la baya de
ginseng (Attele AS y col., Biochem. Pharmacol., 58; 1685-1693, 1999). Entre ellos, se indica que la baya del ginseng
proporciona un efecto antidiabético superior a la raiz del ginseng, con un contenido y composicién de ginsendsidos
caracteristicos (Dey L. y col., Phytomedicine, 10; 600-605, 2003).

Desde tiempos antiguos, la baya de ginseng se ha valorado mas valiosa que otras partes del ginseng. Se ha
seleccionado y cosechado para obtener semillas. La recoleccion de semillas de la baya del ginseng se realiza
solamente una vez cuando el ginseng tiene 4 afos de edad. Es dificil producir buenas plantas jovenes a partir del
ginseng de 3 afos, porque las semillas son demasiado pequefias. Las semillas recolectadas de ginseng 5 o mas
anos de edad son fuertes, pero la raiz del ginseng puede no crecer lo suficiente, y es dificil producir ginseng rojo de
alta calidad ya que el tejido no es tan denso. Y, si la recoleccion de semillas se realiza 2 0 mas veces, la cantidad y
calidad del ginseng rojo se deterioran significativamente [The Recent Korean Ginseng: Cultivation, Korea Ginseng
and Tobacco Research Institute, 130-131, 1996].

Con respecto a la circulacion sanguinea, la dilatacion de los capilares es esencial particularmente en la circulacién
sanguinea periférica. Es decir, el aumento del flujo sanguineo en los vasos sanguineos es imposible sin la dilatacién
de los vasos sanguineos. Con respecto a la dilatacion de vasos sanguineos, el NO esta implicado por la accion del
eNOS (6xido nitrico sintasa endotelial). Por lo tanto, en el caso de hipertension, la generaciéon de NO disminuye
[Forete, P. y col., Basal nitric acid synthesis in essential hypertension. Lancet. 1997; 349: 837-842]. Otros factores,
tales como el envejecimiento, el tabaquismo, la hiperlipemia y la diabetes reducen la generacion de NO en los vasos
sanguineos [Crossman, DC. More problems with endothelium. Q J Med. 1997; 90: 157-160].

La angiogénesis es un proceso que implica el crecimiento de nuevos vasos sanguineos a partir de los vasos
preexistentes. Se produce en varias etapas la migracion de las células endoteliales que constituyen los vasos
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sanguineos, la invasién a través de la matriz extracelular (MEC), que es una barrera intercelular, la proliferacion y la
diferenciacion en vasos sanguineos (formacién de tubos) [Folkman, J. y col., Angiogenesis. The Journal of Biological
Chemistry, 1992, 267(16), 10931-10934].

Fisiolégicamente, la angiogénesis se produce durante el desarrollo embrionario o la menstruacion y puede tener
lugar temporalmente debido a la deficiencia de oxigeno local. La angiogénesis terapéutica se utiliza en caso de que
el flujo sanguineo sea insuficiente como en una enfermedad isquémica, una fractura ésea, etc. Por todo el mundo,
las enfermedades cardiovasculares isquémicas causadas por la arteriosclerosis son la principal causa de muerte, y
también esta aumentando rapidamente en Corea [Jeong, Jin-Ok y col., Therapeutic angiogenesis. Journal of Korean
Society for Vascular Surgery. 2000. 16(2), 265-269).

La 1-arginina es un amino&cido basico con la férmula quimica CsH14N+O2 y un peso molecular de 174,21. En primer
lugar, se aislé de un extracto de plantula de altramuz (un tipo de haba). La 1-arginina es uno de los aminoacidos que
constituyen las proteinas. Es rico en la proteina protamina, que existe en el esperma de peces, y existe en estado
libre en las semillas de las plantas. Ademas, es un componente importante en el ciclo de la urea (también conocida
como el ciclo de ornitina). Por la accion de la enzima arginasa, se descompone en urea y ornitina. Se sintetiza a
partir de citrulina y acido aspartico. Aunque la 1-arginina es un aminoacido no esencial en adultos, es
nutricionalmente béasica en nifios pequefos.

La NO-nitro-1-arginina se conoce como un inhibidor de éxido nitrico sintasa. Las investigaciones muestran que la
NO-nitro-1-arginina puede interferir con la relajacién de los vasos sanguineos. Sin embargo, otras investigaciones
muestran que el efecto de inhibicion de la NO-nitro-1-arginina puede invertirse en presencia de 1-arginina (3 x 10°
% mol/l) [Simonsen y col., Nitric oxide is involved in the inhibitory neurotransmission and endothelium-dependent
relaxations of human small penial arteries, Clin. Sci. 92: 3, 265-75]. Este estudio afirma que la 1-arginina puede ser
un sustrato eficaz para el 6xido nitrico sintasa y puede estimular la liberacion de NO libre en los vasos sanguineos.

Los aspectos de la funcién sexual masculina incluyen deseo sexual, ereccion del pene, eyaculacion y orgasmo. Esta
funcion sexual esta determinada por complicadas interacciones fisiolégicas de los sistemas nervioso, endocrino y
circulatorio. Un trastorno en cualquiera de ellos puede dar como resultado disfuncién sexual. Hasta hace apenas
unos 10 anos, la disfuncién sexual se ha considerado resultado de motivos psicogenos. Sin embargo, con el
desarrollo de la ciencia médica moderna, se ha descubierto que la disfuncién sexual estda causada por diversas
razones, incluyendo trastornos en los sistemas circulatorio, nervioso y endocrino, diabetes, hipertension, consumo
de drogas y similares en aproximadamente el 50 % de los pacientes. Recientemente, el sildenafil, que es un
inhibidor de la fosfodiesterasa V, esta generando mucho de interés con respecto al tratamiento de la disfuncion
sexual. Pero, esta terapia s6lo induce la ereccion temporalmente usando un producto quimico, y es costosa y esta
relacionada con una gran cantidad de reacciones adversas, incluyendo dolor de cabeza, aumento de la presion
arterial, ataque cardiaco, y similares. Especialmente, no son pocos los casos de muerte notificados asociados con
ataques al corazén. Por consiguiente, se requiere un tratamiento seguro y eficaz que pueda mejorar la funcion eréctil
fundamentalmente. La tendencia reciente apunta hacia el desarrollo de un tratamiento de la disfuncién sexual que
aumenta la produccion de NO y cGMP, que son sustancias de transduccién de sefial que inducen una fuerte
relajacion del musculo liso cavernoso y, de este modo, se mejora la ereccién del pene.

Los cambios que se producen durante la ereccion del pene son complicados y requieren un control altamente
coordinado que implica el sistema nervioso periférico y central y el sistema endocrino. La contracciéon del musculo
liso cavernoso se controla por la estimulacion nerviosa noradrenérgica a través de la activacién del receptor
adrenérgico a1 postsinaptico, y la disfuncién eréctil puede estar relacionada con el aumento de la tension del
musculo liso cavernoso. Sin embargo, la relajacion del musculo liso del pene esta mediada en parte por la
neurotransmision no-adrenérgica, no-colinérgica (NANC), y la disminucion de la tension del musculo liso cavernoso
del pene esta causada por la relajacion del cuerpo cavernoso por NO. Durante la excitacion sexual, se libera NO de
las neuronas y las células endoteliales, se une a la guanilato ciclasa soluble (sGC) existente en las células
musculares lisas y las células endoteliales y lo activan, y, de este modo, aumenta el nivel de guanosin 3'-,5'-
monofosfato ciclico (cGMP) en las células. A través de un mecanismo desconocido, aunque se cree que esta
asociado la activacién de la proteina cinasa G, el aumento del nivel de ¢cGMP induce la relajacién del cuerpo
cavernoso reduciendo el nivel de calcio en las células (es probable que esté causado por la activacion del canal de
K* activado por Ca®*) [Chuang y col., cGMP mediates corpus cavenosum smooth muscle relaxation with altered
cross-bridge function. Life Sci. 1998; 63(3): 185-94].

La presente invencién se define por las reivindicaciones. Los inventores de la presente invenciéon han descubierto
que el extracto de baya de ginseng, que es la parte aérea del ginseng, tiene una composicion y efecto diferentes de
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otras partes, incluyendo la raiz del ginseng o la raiz del ginseng rojo.

Por consiguiente, un objeto de la presente invencién es proporcionar una composicién para la mejora de la funcion
sexual masculina a través de un aumento de la generacion de NO, que es una sustancia de transduccién de sefal
que induce una fuerte relajacion del musculo liso cavernoso, y, asi, una mejora de la ereccion del pene, que
comprende extracto de bayas de ginseng como principio activo.

Solucién Técnica

En otro aspecto, la presente invencidn proporciona una composicion para la mejora de la funcion sexual masculina
que comprende extracto de bayas de ginseng como principio activo. En otro aspecto, la presente invencion
proporciona una composicién para la mejora de la funcién sexual masculina que comprende extracto de bayas de
ginseng como principio activo y que comprende adicionalmente 1-arginina.

Efectos Ventajosos

La composicion que comprende extracto de bayas de ginseng de acuerdo con la presente invencién dilata los vasos
sanguineos, facilitando de este modo la circulacion sanguinea, inhibe el envejecimiento vascular, trata la inflamacién
vascular, es util en el tratamiento de enfermedades cardiacas isquémicas, tales como arteriosclerosis, angina de
pecho e infarto de miocardio al facilitar la angiogénesis, y es Util en la mejora y tratamiento de la insuficiencia
circulatoria local causada por una inflamacion artritica o fractura. Adicionalmente, tiene un efecto superior en la
inhibicion del envejecimiento de la piel, en la mejora de arrugas cutaneas, en el blanqueamiento de la piel y en la
hidratacién para la piel. Por lo tanto, puede prepararse un nutracéutico para mejorar la belleza de la piel usando la
composicién de acuerdo con la presente invencion. Ademas, el extracto de bayas de ginseng de acuerdo con la
presente invencion aumenta la generacién de NO en las células endoteliales y, por lo tanto, proporciona la
posibilidad de mejorar la ereccion del pene. Este efecto puede mejorarse adicionalmente cuando se usa en
combinacion con 1-arginina, que es un sustrato de 6xido nitrico sintetasa. Por consiguiente, una composicién que
comprende extracto de bayas de ginseng y 1-arginina como principio activo puede mejorar eficazmente la funcién
sexual masculina.

Descripcion de los Dibujos

Los anteriores y otros objetos, caracteristicas y otras ventajas de la presente invencién se entenderan mas
claramente a partir de la siguiente descripcién detallada tomada junto con los dibujos adjuntos, en los que:

La figura 1a es una imagen por microscopia laser confocal de las células endoteliales, y la figura 1b
compara la intensidad de la fluorescencia con la del grupo no tratado;

la figura 2a muestra la proliferacion de las células endoteliales supervivientes, y la figura 2b compara la
absorbancia de las células endoteliales tefiidas;

la figura 3a muestra la movilidad de las células endoteliales tefidas, y la figura 3b compara la movilidad de
las células con la del grupo no tratado;

la figura 4a muestra células endoteliales tefidas fijadas, y la figura 4b compara la longitud de los tubos con
la del grupo no tratado;

la figura 5a es una imagen por microscopio éptico que muestra nuevos vasos capilares que se extienden
desde el anillo adrtico, y la figura 5b muestra el efecto promotor de brotes de vasos evaluado midiendo la
longitud y el nUmero de vasos recién formados;

la figura 6a es una imagen por microscopia intravital de fluorescencia en tiempo real de la angiogénesis en
un raton, y la figura 6b muestra el cambio en los vasos sanguineos analizado usando un programa
informatico (0: menor numero de cambios, 5: mayor nimero de cambios);

la figura 7 compara la inhibicién de la generacion de NO inducida por LPS;

la figura 8 compara la generacion de NO y los factores inflamatorios PGE2, TNF-a e IL1-f en sangre de
ratén;

la figura 9 muestra la actividad de eliminacién de especies reactivas de oxigeno de sustancias de ensayo;

la figura 10 muestra la generacién de colageno del extracto de bayas de ginseng del Ejemplo 1;

la figura 11 muestra el efecto en la inhibicion de la sintesis de MMP-1 del extracto de bayas de ginseng del
Ejemplo 1;

la figura 12 muestra el efecto en la inhibicion de las arrugas del extracto de bayas de ginseng del Ejemplo 1;
la figura 13 muestra el efecto en la disminucién de las arrugas del extracto de bayas de ginseng del Ejemplo
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la figura 14 es una imagen por microscopia laser confocal que muestra el efecto de facilitar la generacion de
NO de la 1-arginina, el extracto de ginseng rojo y el extracto de bayas de ginseng en las células
endoteliales;

la figura 15 es una grafica que muestra el efecto de facilitar la generacion de NO de la 1-arginina, el extracto
de ginseng rojo y el extracto de bayas de ginseng en las células endoteliales segun la intensidad relativa de
fluorescencia; y

la figura 16 es una grafica que muestra el efecto sinérgico de facilitar la generacién de NO del extracto de
bayas de ginseng y la 1-arginina segun la fluorescencia relativa.

Mejor Modo

En lo sucesivo en el presente documento, se hara referencia en méas detalle a la presente invencion. La composicion
de la presente invencion comprende extracto de bayas de ginseng como principio activo con el fin de mejorar la
ereccién del pene a través de un aumento de la generacién de NO en las células endoteliales y, de este modo,
mejorar la funcion sexual masculina, y puede comprender adicionalmente 1-arginina.

Para mejorar la funcién sexual masculina, es necesario facilitar la ereccioén del pene a través de una fuerte relajacion
del cuerpo cavernoso. Se relaciona con el aumento de la generaciéon de NO. En experimentos con animales, se
descubrié6 que el NO desempefia una funcién importante en la ereccion del pene. Con la estimulacion sexual, la
generacién de NO en las células endoteliales aumenta en la periferia parasimpatica del pene. EI NO activa la
guanilato ciclasa, que convierte el guanosin trifosfato (GTP) en guanosin monofosfato ciclico (cGMP). EI cGMP
resultante proporciona una sefial que desencadena la relajacion del musculo liso cavernoso y la arteria del pene,
induciendo de este modo la ereccion del pene. Por consiguiente, la generacion de NO es critica para mantener la
ereccién del pene. Por lo tanto, un uso combinado de 1-arginina, que es el sustrato de éxido nitrico sintasa, y el
material que facilita la generacion de NO en los vasos sanguineos desencadenard una liberacién suficiente de NO
en el cuerpo cavernoso, induciendo asi la relajacién del musculo liso, un flujo constante de sangre y el tratamiento
de la disfuncién eréctil.

La composicién para la mejora de la funcion sexual masculina de acuerdo con la presente invenciéon puede
comprender el 0,01-100 % en peso de exiracto de bayas de ginseng en base al peso total de la composicién,
dependiendo del tipo de composicion. Y, cuando se usa 1-arginina en combinacién, la 1-arginina puede incluirse en
una cantidad del 0,01-99,9 % en peso en base al peso total de la composicion.

La composicién que comprende extracto de bayas de ginseng de la presente invencion puede usarse como aditivo
para alimentos, medicinas, y similares.

Cuando se usa en medicinas, la composicion que comprende extracto de bayas de ginseng como principio activo de
acuerdo con la presente invencidén puede prepararse en forma sélida, semisoélida o liquida para su administracién
oral o parenteral, afiadiendo un vehiculo inorganico u organico usado habitualmente.

Las formas de preparacién para administracion oral pueden incluir un comprimido, pildora, granulo, capsula
blanda/dura, polvo, granulo fino, emulsién, jarabe, pastilla, y similares. Las formas de preparaciéon para
administracion parenteral pueden incluir inyeccién, gotas, pomada, locién, pulverizacion, suspension, emulsion,
supositorio, y similares. El principio activo de la presente invencion puede prepararse en una forma de preparacion
mediante un método usando habitualmente en la técnica. Pueden usarse adecuadamente un tensioactivo,
excipiente, colorante, fragancia, conservante, estabilizante, tampén, agente de suspension u otros adyuvantes.

La composicion de la presente invencién puede prepararse en una formulaciéon farmacéutica de acuerdo con un
método usado habitualmente. Al preparar la formulacion, es preferible que el principio activo se mezcle o se diluya
con un vehiculo, o se encapsule en un vehiculo de tipo receptaculo. En caso de usar un diluyente como vehiculo,
puede ser una sustancia sélida, semisdlida o liquida que actie como vehiculo, excipiente 0 medio para el principio
activo.

Los ejemplos de vehiculo, excipiente o diluyente adecuados incluyen lactosa, dextrosa, sacarosa, sorbitol, manitol,
silicato calcico, celulosa, metil celulosa, celulosa microcristalina, polivinilpirrolidona, agua, hidroxibenzoato de metilo,
hidroxibenzoato de propilo, talco, estearato de magnesio y aceite mineral. La formulacion puede incluir
adicionalmente carga, antifloculante, lubricante, humectante, fragancia, emulsionante, antiséptico, o similares. La
composicion de la presente invencion puede formarse por el método bien conocido en la técnica de manera que el
principio activo pueda liberarse de manera inmediata, sostenida o controlada después de administrarse a un
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mamifero.

La composicion farmacéutica de la presente invencion puede prepararse a través de diversas rotas, incluyendo por
via oral, intradérmica, subcuténea, intravenosa, intraperitoneal, intramuscular, a través de aplicacion tdpica, usando
un parche, o iontoforética. Entre ellas, se prefieren aplicacion tépica y administracion oral.

Para un ser humano, una dosificacién diaria del principio activo puede ser de 1 a 100 mg/kg de peso corporal,
preferiblemente de 5 a 70 mg/kg de peso corporal. La administracién puede hacerse una vez o varias veces al dia.
Sin embargo, la dosificacion real del principio activo debe determinarse considerando diversos factores, incluyendo
la enfermedad particular que se va a tratar, la ruta de administracion, la edad, el sexo y el peso corporal del
paciente, la gravedad de la enfermedad, y similares. Por consiguiente, la dosificacion de administracion que se ha
mencionado anteriormente no limita en modo alguno el alcance de la presente invencion.

Cuando se usa como alimento funcional, la composicion que comprende extracto de bayas de ginseng como
principio activo de acuerdo con la presente invencidén puede prepararse en un comprimido, capsula, capsula blanda,
pildora, granulo, bebida, barrita dietética, chocolate, caramelo, dulce, etc., afadiendo un componente usado
habitualmente en la técnica relacionada. Ademas, pueden afadirse adecuadamente ingredientes funcionales
adecuados para alimentos funcionales.

Modo para la Invenciéon

Los siguientes ejemplos y ejemplos comparativos ilustran la presente invencion en mas detalle, pero no pretenden
limitar el alcance de la presente invencién.

Ejemplo 1: Preparacién de extracto de bayas de ginseng

1) Pretratamiento de baya de ginseng: Las semillas se separaron y se retiraron de la baya de ginseng cruda
cosechada. La pulpa y el pericarpio de la baya de ginseng se secaron usando la luz solar o aire caliente
para obtener una baya de ginseng seca.

2) Preparacion de extracto de bayas de ginseng: Después de anadir 3| de etanol a 1 kg de bayas de
ginseng seca, se obtuvieron 300 g de extracto de bayas de ginseng por extraccion con calentamiento a
reflujo seguido de filtracién y concentracién a presion reducida a 40-45 °C.

Ejemplo 2: Preparacién de extracto de bayas de ginseng

1) 100 g del extracto de bayas de ginseng obtenido en el Ejemplo 1 se disolvieron en 1| de agua. Los
constituyentes solubles en aceite se retiraron usando un embudo de separacién, afiadiendo 500 ml de éter
dietilico. Después, a la capa acuosa restante se le afnadieron 500 ml de butanol saturado en agua. Este
procedimiento se repitié 3 veces. La capa de butanol resultante se concentr6 a presion reducida para
obtener 60 g de extracto de bayas de ginseng (saponina en bruto).

Ejemplo Comparativo 1: Preparacion de extracto de raiz de ginseng

Se preparé extracto de raiz de ginseng de una manera similar al Ejemplo 1, excepto que se usé raiz de ginseng rojo
en lugar de baya de ginseng.

Ejemplo de Ensayo 1: Comparacion de los componentes del extracto de bayas de ginseng y extracto de raiz de
ginseng

1. Andlisis del componente ginsenésido (saponina de ginseng)

Cada uno del extracto de bayas de ginseng y el extracto de raiz de ginseng preparados en el Ejemplo 1 y el Ejemplo
Comparativo 1, respectivamente, se traté con éter para eliminar los constituyentes solubles en aceite. Después, la
saponina en bruto se extrajo con butanol (BuOH) y se concentr6. El andlisis del componente ginsenédsido (saponina
de ginseng) se realiz6 usando HPLC. El resultado se da en la siguiente Tabla 1.
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Tabla 1
Ejemplo 1 Ejemplo Comparativo 1
Contenido de saponina en bruto (saponina de ginseng total, | 33,42 % 16,70 %
peso en seco)
PD/PT 0,73 3,23

El extracto de bayas de ginseng preparado en el Ejemplo 1 tenia aproximadamente el doble de saponina en bruto en
comparacién con el extracto de raiz de ginseng preparado en el Ejemplo Comparativo 1. Las composiciones de
ginsendsidos del extracto de bayas de ginseng y el extracto de raiz de ginseng seran claramente diferentes, como
puede observarse a partir de la relacién de PD (protopanaxadioles; ginsendsidos Rb1, Rb2, Rc y Rd) y PT
(protopanaxatrioles; ginsenésidos Re, Rg1 y Rg2), que era de 0,73 y 3,23, respectivamente.

2. Analisis del componente mineral del extracto de bayas de ginseng
Se realizé el analisis de componentes, suponiendo que el extracto de bayas de ginseng preparado en el Ejemplo 1

incluye componentes vitaminicos y minerales que no se incluyen o apenas se incluyen en la raiz de ginseng. El
resultado se da en la siguiente Tabla 2.

Tabla 2

Componentes Contenido | Componentes Contenido
Potasio (mg/100 g) 5865,57 | Magnesio (mg/100 g) 354,38
Calcio (mg/100 g) 819,26 Cinc (mg/100 g) 178,49
Hierro (mg/100 g) 59,31 Vitamina A (ug/100 g, RE) 213,11
Fosforo (mg/100 g) 187,17 Vitamina B+ (mg/100 g) 12,29
Vitamina B, (mg/100 g) 8,45 Vitamina Bs (mg/100 g) 10,50
Vitamina C (mg/100 g) 4,91 Vitamina E (mg/100 g, a-TE) 23,61
Vitamina K (ug/100 g) 232,12 Niacina (mg/100 g, NE) 5,76
Acido pantoténico (mg/100 g) 5,87 Acido félico (ug/100 g) 349,97

Como se ha observado anteriormente, el extracto de bayas de ginseng de acuerdo con la presente invencién
contiene mas saponinas de ginseng que el extracto de raiz de ginseng. Los componentes de saponina incluidos en
la baya de ginseng son bastante diferentes de los de la raiz de ginseng. También se confirm6 que el extracto de
bayas de ginseng incluye 16 vitaminas y minerales en mayor cantidad a diferencia de la raiz de ginseng. En base a
estos hallazgos, se realizaron los siguientes experimentos para confirmar su efecto en los vasos sanguineos.

Ejemplo de Ensayo 2: Generacion de NO en HUVEC (células endoteliales de la vena umbilical humana)

La eNOS (6xido nitrico sintasa endotelial) existe en las células endoteliales humanas. El aumento de la actividad de
eNOS da como resultado la generacién de NO, dilatando de este modo los vasos sanguineos y facilitando la
circulacion de la sangre. Las células endoteliales humanas se cultivaron y se trataron con extracto de bayas de
ginseng (Ejemplos 1 y 2) y extracto de raiz de ginseng rojo (Ejemplo Comparativo 1). Se compar6 la cantidad de
generacion de NO.

Las células endoteliales se adhirieron sobre una placa de 24 pocillos recubierta con gelatina, con una densidad de
2,5 x 10* células/pocillo. Las células se cultivaron durante 12 horas usando medio de cultivo. Las células endoteliales
se pretrataron durante 12 horas, usando extracto de bayas de ginseng o extracto de raiz de ginseng rojo (Ejemplos
1-2, Ejemplo Comparativo 1). Después, se trataron, incluyendo el grupo no tratado, con 10 umol/l de DAF-FM
diacetato (Molecular Probe, OR) a 37 °C durante 30 minutos en medio M199 libre de FBS. Posteriormente, las
células endoteliales se lavaron 3 veces con medio M199 libre de FBS, se pusieron en una cdmara de flujo de placas
paralelas y se estimularon con luz aislada de una lampara de mercurio. La longitud de onda de excitacion fue de
488 nm. Se emite una fluorescencia de 515 nm cuando DAF se une con NO. La figura 1a es una imagen por
microscopia laser confocal (Atto Bioscience, Estados Unidos) de las células endoteliales, y la figura 1b compara la
intensidad de la fluorescencia analizada usando el software Image-Pro Plus v 4.5 (Media Cybernetics, San Diego,
CA, Estados Unidos) con la del grupo no tratado.

Como se observa en la figura 1, los extractos de bayas de ginseng de los Ejemplos 1 y 2 de acuerdo con la presente

invencion mostraron del 1300 % al 2000 % de generacién de NO a 100 ug/ml, en comparaciéon con el grupo no
tratado. Por el contrario, el extracto de raiz de ginseng rojo del Ejemplo Comparativo 1 mostr6é aproximadamente del

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2540751 T3

100 % al 200 % de generacion de NO a la misma concentracién de 100 ug/ml. En particular, el extracto del Ejemplo
2 mostré mas generacion de NO. Por consiguiente, se confirmé que el extracto de bayas de ginseng proporciona un
efecto de generacion de NO significativamente mejor en las células endoteliales que el extracto de raiz de ginseng
rojo. La excelente capacidad de generacion de NO de los extractos de bayas de ginseng de los Ejemplos 1y 2 da
como resultado la dilatacién de los vasos sanguineos y facilita la circulacién sanguinea.

Ejemplo Comparativo 3: Viabilidad de las células endoteliales

La etapa mas basica para prevenir el envejecimiento de los vasos sanguineos y facilitar la angiogénesis es la
activacion de las células endoteliales. La mejora de la viabilidad de las células endoteliales se compar6 entre el
grupo de control positivo (VEGF; factor de crecimiento endotelial vascular) y los grupos tratados con extracto de
bayas de ginseng (Ejemplos 1y 2).

La viabilidad de las células endoteliales se midié por tincién de cristal violeta. Las células endoteliales se adhirieron
sobre una placa de 24 pocillos, a 5 x 10* células/pocillo, y se cultivaron durante 12 horas usando medio de cultivo.
Después, tras el tratamiento durante 6 horas con medio M199 que contenia suero al 1 %, igualando de este modo el
ciclo celular, las células se trataron con los extractos de bayas de ginseng de los Ejemplos 1 y 2 a 25, 50 y
100 pg/ml, respectivamente, o con la sustancia de control positivo. Después de 18 a 24 horas, el medio se retird y se
anadieron 300 ul de tincion de cristal violeta para tefir las células endoteliales vivas. Después de dejar a
temperatura ambiente durante aproximadamente 30 minutos, las células se lavaron 2-3 veces con solucién salina
tamponada con fosfato (PBS) y se lisaron con soluciéon de SDS al 1 %. La absorbancia a 550 nm se compar6 entre
el grupo de control positivo y los grupos de tratamiento de los Ejemplos 1 y 2 para medir la viabilidad de las células.

La figura 2a muestra las células endoteliales supervivientes, y la figura 2b compara la absorbancia de las células
endoteliales tefiidas. Como se observa en la figura 2a y la figura 2b, los grupos de tratamiento con extracto de bayas
de ginseng (Ejemplos 1 y 2) mostraron una mejor viabilidad de las células endoteliales y una mejor proliferacion
celular que el grupo no tratado. Especialmente, el Ejemplo 2 mostré una viabilidad de las células endoteliales incluso
mayor que el grupo de control positivo (VEGF). Por lo tanto, se confirmé que el extracto de bayas de ginseng mejora
la viabilidad de las células endoteliales y facilita la proliferacion de las mismas, previniendo de este modo el
envejecimiento de los vasos sanguineos y facilitando la angiogénesis.

Ejemplo Comparativo 4: Mejora de la movilidad de las células endoteliales (migracién de las HUVEC)

La movilidad celular se midi6 y se analiz6 como una medida de la angiogénesis. El andlisis de movilidad celular se
realizé usando una camara de Boyden (Transwell). A una placa de 24 pocillos se le afiadieron 600 ul de medio M199
libre de suero. Después del tratamiento del medio con extracto de bayas de ginseng (Ejemplos 1y 2; 25, 50 y
100 pg/ml, respectivamente) o la sustanma de control positivo, se aplicé gelatina (1 mg/ml) sobre la superfnme inferior
del transwell y se adhirieron 2 x 10 células sobre la superficie superior. Aproximadamente 4 horas mas tardes, las
células sobre la superficie superior se eliminaron usando un hisopo, y las células que migraron a la superficie inferior
se contaron después de la tincion con hematoxilina y eosina. La figura 3a muestra la movilidad de las células
endoteliales tefidas, y la figura 3b compara la movilidad de las células con la del grupo no tratado.

Como se observa en la figura 3, los Ejemplos 1 y 2 mostraron el efecto de la mejora de la movilidad de las células
endoteliales. Especialmente, el Ejemplo 2 mostré mejor que la sustancia de control positivo VEGF. Por consiguiente,
puede concluirse que el extracto de bayas de ginseng mejora la movilidad de las células endoteliales vasculares,
que es uno de los mecanismos clave en la angiogénesis.

Ejemplo Comparativo 5: Facilitacién de la formacion de tubos de células endoteliales

Como una medida de la capacidad de control de la angiogénesis, se midi6 el grado de formacién de tubos por las
células. En general, la formacién de tubos de células se ensaya usando Matrigel. Se recubrieron 250 ul de Matrigel
sobre una placa de 24 pocillos y se adhirieron 2,5 x 10* células sobre el Matrigel. Con intervalos de tiempo
predeterminados, se observé la formacién de tubos para el grupo no tratado, el grupo de control positivo (VEGF) y
los grupos tratados con extracto de bayas de ginseng (Ejemplos 1 y 2). En el momento apropiado, las células se
fijaron y se tifieron, y el grado de formacion de tubos se analiz6 usando un programa informatico. La figura 4a
muestra las imagenes de las células fijadas y tenidas, y la figura 4b compara la longitud de los tubos con la del grupo
no tratado.

Como se observa en la figura 4, los Ejemplos 1 y 2 mostraron el efecto de facilitar la formacién de tubos, que es uno
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de los mecanismos claves en la angiogénesis. Especialmente, el Ejemplo 2 mostré mejor efecto que la sustancia de
control positivo.

Ejemplo Comparativo 6: Facilitacién del brote de vasos

Como una medida de la capacidad de control de la angiogénesis, se observo el brote de vasos. Se usaron ratas SD,
y los grupos de ensayo se dividieron en un grupo no tratado, un grupo tratado con VEGF, y grupos tratados con
extracto de bayas de ginseng (Ejemplos 1 y 2). Los anillos adrticos obtenidos de las ratas SD se almacenaron en
medio DMEM libre de suero. El medio en el que cada uno de los anillos aérticos se almacend, se traté con VEGF o
extracto de bayas de ginseng (Ejemplos 1 y 2). Durante el cultivo a 37 °C durante aproximadamente 7 dias, se
observo el brote de vasos sanguineos. La figura 5a es una imagen por microscopio Optico que muestra nuevos
vasos capilares que se extienden desde el anillo adrtico, y la figura 5b muestra el efecto promotor de brotes de
vasos evaluado midiendo la longitud y el nimero de vasos recién formados.

Como se observa en la figura 5, el extracto de bayas de ginseng (Ejemplos 1 y 2) mostré el efecto de la facilitacién
del brote de vasos. Especialmente, el Ejemplo 2 mostré mejor efecto que la sustancia de control positivo. Esto indica
que el extracto de bayas de ginseng facilita la angiogénesis.

Ejemplo Comparativo 7: Facilitacién de la angiogénesis

Se anestesio6 un raton BALB/c macho de aproximadamente 6 a 8 semanas de edad usando una solucién al 1,5 % de
isoflurano y O2/N2O. En el abdomen del raton, se implanté una camara de ventana de titanio (diametro = 19 mm,
diametro interno = 14 mm, espesor = 0,7 mm). Cada uno de 20 ng de VEGF, como control, y el extracto de bayas de
ginseng (Ejemplos 1y 2) se mezcl6 con Matrigel y se puso en el tejido en el interior de la ventana. El cubreobjetos
de cubrié y se fijé con un anillo de fijacién. La angiogénesis se observd en tiempo real a través de microscopia
intravital de fluorescencia. 4 dias mas tardes, se inyectaron 50 pl de dextrano (MW 250.000, Sigma Chemical, St.
Louis, Missouri) marcado con isotiocianato de fluoresceina (FITC) en la vena de la cola a una concentracién de
25 mg/ml, para confirmar el grado de angiogénesis. La figura 6a es una imagen por microscopia intravital de
fluorescencia en tiempo real (microscopio Zeiss Axiovert 200M, Oberkocchen, Alemania) tomada con una camara
CCD de multiplicacion de electrones (Photon Max 512; Princeton Instruments, Trenton, NJ) usando luz azul
(excitacién a 440-475 nm, emision a 530-550 nm), y la figura 6b muestra el cambio en los vasos sanguineos
analizado usando el programa informatico MetaMorph (Universal Imaging Corp., Downingtown, PA) (0: menor
ndmero de cambios, 5: mayor nimero de cambios).

Como se observa en la figura 6, el extracto de bayas de ginseng (Ejemplos 1 y 2) mostré un efecto angiogénico en
un animal. Especialmente, el Ejemplo 2 mostr6 un mejor efecto angiogénico que la sustancia de control positivo. Por
consiguiente, puede confirmarse que el extracto de bayas de ginseng es eficaz al facilitar la angiogénesis vy, por lo
tanto, es eficaz en el tratamiento de una enfermedad cardiovascular isquémica, la mejora de la circulacion local y el
tratamiento de la inflamacion vascular crénica.

Ejemplo Comparativo 8: Control de la inflamacion vascular
1. Efecto de la inhibicion de la generacién de NO inducida por LPS en macré6fagos (in vitro)

El efecto de la inhibicion de la generacion de NO inducida por LPS en macréfagos se ensayo para confirmar el
efecto de la inhibicion de la inflamacion vascular del extracto de bayas de ginseng.

Los macrofagos (células Raw 264.7) se cultivaron en un medio que contenia suero al 10 % en la condicion de CO- al
5 %. Después del cultivo en una incubadora de placas de 96 pocillos a una concentracion de 2 x 10° células/pocillo y
la estimulacion con LPS (1 ug/ml), las células se trataron con extracto de bayas de ginseng (Ejemplos 1y 2) o
extracto de raiz de ginseng rojo (Ejemplo Comparativo 1), respectivamente. Después de mantener a 37 °C durante
1 hora, se midié el grado de generacién de NO para comparar el efecto de la inhibicion de la generaciéon de NO
inducida por LPS. La generacion de NO se midi6é usando la reaccion de Griess [Minghetti, L. y col., 1991, Glia 19.
152-160]. El resultado se muestra en la figura 7.

Como se observa en la figura 7, el extracto de bayas de ginseng de acuerdo con la presente invencién (Ejemplos 1y
2) inhibi6 de forma eficaz la generacion de NO, como citocina, y el efecto fue notablemente superior al del extracto
de raiz de ginseng rojo (Ejemplo Comparativo 1). Especialmente, el Ejemplo 1 mostr6 un mejor efecto. Por
consiguiente, puede confirmarse que los extractos de bayas de ginseng de acuerdo con la presente invencién
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(Ejemplos 1 y 2) son eficaces en el alivio de la inflamacion vascular y el tratamiento de enfermedad isquémica
relacionada con la inflamacion vascular, tal como angina de pecho.

2. Efecto de control de la inflamacién vascular (in vivo)

En base al resultado experimental en el nivel celular, el efecto del control de la inflamacién vascular se ensay6 en un
modelo animal. Los ratones se agruparon en un grupo no tratado, un grupo inducido por LPS y grupos tratados con
extracto de bayas de ginseng (Ejemplos 1y 2), con 5 ratones por cada grupo.

Se diluyeron 100 mg de cada uno de los extractos de bayas de ginseng preparados en los Ejemplos 1y 2 por 1 kg
de peso corporal de ratén (1,5 mg/15 g de peso corporal de ratén) en 1 ml de solucion salina (NaCl al 0,9 %). Esta
solucion se inyecto tres veces por via intra-abdominal desde el dia 1 hasta el dia 3. 2 horas después de la inyeccién
el dia 3, se inyect6 por via intra-abdominal LPS diluido en 1 ml de solucién salina a una concentracion de
aproximadamente 4 mg por kg de peso corporal de ratdén para inducir la inflamacién. Después de aproximadamente
12 horas, el abdomen del raton se abrid, se recogié sangre de la arteria del corazén y se almacend a -40 °C. La
sangre se mantuvo a temperatura ambiente durante 30 minutos y, después de la centrifugacién a 4 °C, 3.000 rpm
durante 10 minutos, el sobrenadante se mantuvo a -20 °C. La generacién de NO se determiné a partir de la sangre,
y los factores inflamatorios PGE2, TNF-a e IL1-B se identificaron por transferencia de Western. El resultado se
muestra en la figura 8.

Como se observa en la figura 8, el extracto de bayas de ginseng (Ejemplos 1 y 2) mostré el efecto de la inhibicion de
la inflamacién inducida por LPS. Especialmente, el Ejemplo 1 mostré6 mejor efecto. Esto indica que el extracto de
bayas de ginseng es eficaz en la inhibicion de la inflamacién vascular y, de este modo, en el control de la inflamacién
vascular en una enfermedad isquémica.

Ejemplo Comparativo 9: Inhibicién del envejecimiento de la piel y mejora de las arrugas
1) Efecto antioxidante

El efecto antioxidante se investigd comparando la capacidad de eliminar las especies reactivas de oxigeno (ROS)
generadas en las células por radiacién ultravioleta (UV). Se us6 Trolox, que se usa habitualmente para comparar el
efecto antioxidante, como sustancia de control positivo. Y se us6 extracto de ginseng rojo con fines de comparacion,
y se usé el grupo no tratado como grupo de control (figura 9).

Como se observa en la figura 9, el extracto de bayas de ginseng de acuerdo con la presente invencion (Ejemplo 1)
elimin6 significativamente las ROS generadas por radiacion UV en un sistema de cultivo monocapa de
queratinocitos humanos HaCaT, en comparacion con el grupo de control. El efecto fue comparable al de trolox, que
se us6 como indice de la actividad antioxidante. Por el contrario, el extracto de ginseng rojo no mostrdé un efecto
eliminador significativo. Por consiguiente, puede confirmarse que el extracto de bayas de ginseng de la presente
invencion (Ejemplo 1) elimina significativamente ROS, que es una causa del envejecimiento de la piel y, por lo tanto,
es eficaz en la prevencion de arrugas, la disminucion de la elasticidad de la piel, la pigmentacion, y similares.

2) Ensayo de procolageno de tipo |

Se cultivaron fibroblastos humanos en una incubadora de placas de 12 pocillos a una concentracion de 10°
células/pocillo. Después, el medio se reemplazé por uno que incluia 1 ppm o 10 ppm del extracto de bayas de
ginseng del Ejemplo 1. El 3% dia de cultivo, las células se cosecharon y la cantidad de procoldgeno de tipo |
producido se analizé usando ELISA. El resultado se calculé como un valor relativo en base al grupo de control, que
no se traté con una sustancia de ensayo. Se us6 TGF-B (factor de crecimiento transformante-f) como sustancia de
control positivo.

En un sistema de cultivo monocapa normal de fibroblastos humanos, el extracto de bayas de ginseng del Ejemplo 1
mostré un efecto distinto para facilitar la generacién de procolageno de tipo | en comparacion con el grupo de
control. Es decir, puede confirmarse que el extracto de bayas de ginseng del Ejemplo 1 puede inhibir la reduccion de
la generacion de colageno debido al envejecimiento de la piel humana y puede mejorar las arrugas (figura 10).

3) Inhibicion de la expresion de MMP-1

Se cultivaron fibroblastos humanos en una incubadora de placas de 12 pocillos a una concentracién de 10°
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células/pocillo. Después, tras la irradiacion con UVB a 40 mJ/cm?, el medio se reemplazé por uno que incluia 1 ppm
o 10 ppm del extracto de bayas de ginseng del Ejemplo 1. El 2° dia de cultivo, las células se cosecharon y la
cantidad de MMP-1 (metaloproteinasa de matriz |) producida se analizé usando ELISA. El resultado se calcul6 como
un valor relativo en base al grupo de control, que se irradié con UV sin tratamiento con la sustancia de ensayo. Se
us6 TGF-B (factor de crecimiento transformante-f) como sustancia de control positivo.

En un sistema de cultivo monocapa normal de fibroblastos humanos, el extracto de bayas de ginseng del Ejemplo 1
inhibié significativamente la expresion de MMP-1 inducida por radiacion UVB a 40 mJ/cm®. Es decir, puede
confirmarse que el extracto de bayas de ginseng del Ejemplo 1 puede inhibir la biosintesis de MMP-1, que es la
enzima implicada en la ruptura del tejido de la piel, inducida por factores de envejecimiento internos o externos y, por
lo tanto, es eficaz en la prevencion del envejecimiento de la piel y la mejora de las arrugas (figura 11).

4) Inhibicion de la biosintesis de ciclooxigenasa-2 (COX-2) inducida por UV

Se cultivaron fibroblastos humanos en una incubadora de 2placas de 12 pocillos a una concentracién de 10°
células/pocillo. Después, tras la irradiacion con UVA a 15 J/cm®, el medio se reemplazé por uno que incluia cada uno
de 0,1 ppm, 1 ppm o 10 ppm del extracto de bayas de ginseng del Ejemplo 1 o el extracto de raiz de ginseng rojo del
Ejemplo Comparativo 1. El 2° dia de cultivo, las células se cosecharon y la cantidad de COX-2 producida se analiz6
usando transferencia de Western. El resultado se calculé como un valor relativo en base al grupo de control, que se
irradié con UV sin tratamiento con la sustancia de ensayo, usando un densitometro. El resultado se da en la
siguiente Tabla 3.

Tabla 3
Sustancia de ensayo (ppm) | Biosintesis de COX-2 (%)
Ejemplo 1 10 11
1 38
0,1 63
Ejemplo Comparativo 1 | 10 72
1 91
0,1 99
Control 100

Como se observa a partir de la Tabla 3, el extracto de bayas de ginseng del Ejemplo 1 disminuy6 la biosintesis de
COX-2 inducida por UV de una manera dependiente de la concentracion. Como resultado, puede prevenirse la
ruptura del tejido de la piel por la prostaglandina E2 (PGE2) derivada de COX-2.

5) Inhibicion de la biosintesis del factor de necrosis tumoral-o (TNF-a) inducida por UV

Se cultivaron queratinocitos humanos en una incubadora de placas de 12 pocillos a una concentracion de 10°
células/pocillo. Despusés, tras la irradiacion con UVB a 30 mJ/cm?, el medio se reemplazé por uno que incluia cada
uno de 0,1 ppm, 1 ppm o 10 ppm del extracto de bayas de ginseng del Ejemplo 1 o el extracto de ginseng rojo del
Ejemplo Comparativo 1. Después de 6 a 24 horas de cultivo, las células se cosecharon y la cantidad de TNF-a se
analiz6 usando ELISA (Pharmingen 555212). El resultado se calcul6 como un valor relativo en base al grupo de
control, que se irradi6é con UV sin tratamiento con la sustancia de ensayo. El resultado se da en la siguiente Tabla 4.

Tabla 4
Sustancia de ensayo (ppm) | Sintesis de TNF-a (%)
Ejemplo 1 10 16
1 38
0,1 72
Ejemplo Comparativo1 | 10 74
1 85
0,1 92
Control 100

Como se observa a partir de la Tabla 4, el extracto de bayas de ginseng del Ejemplo 1 de acuerdo con la presente
invencion disminuyd la biosintesis de TNF-a inducida por UV en una manera dependiente de la concentracion. Por lo
tanto, se confirmé que el extracto de bayas de ginseng puede prevenir el envejecimiento de la piel, que puede
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causarse por la biosintesis de TNF-o..
6) Inhibicion del envejecimiento de la piel

Se seleccionaron ratones sin pelo como modelo animal para evaluar si la composicién de la presente invencion tiene
efecto de prevencion del envejecimiento de la piel. Se agruparon ratones hembra de 6 a 7 semanas de edad como
un grupo de alimentacion (control) y un grupo de alimentacion normal + extracto de bayas de ginseng (Ejemplo 1),
con 10 ratones por cada grupo. Después de 12 semanas de administracion oral, los ratones se irradiaron con UV.

Las arrugas de la piel antes y después de la irradiacién UV se compararon en la misma zona usando el sistema
Visiometer (C+K). El cambio en las arrugas de la piel se calcul6 mediante la siguiente Figura Matematica 1. El
resultado se muestra en la figura 12.

Figura Matematica 1

Tdi —Tdo

Cambio en las arrugas (A%) = —— x 100
Tdo

donde Tdi es el valor de medicion el Dia 90, y Tdo es el valor de medicién el Dia 0.

Como se observa en la figura 12, el grupo de ensayo al que se dio alimentacién normal y el extracto de bayas de
ginseng del Ejemplo 1 mostr6 130 £ 51 % (media + desviacion estandar) del aumento de arrugas de la piel, mientras
que el grupo de control al que se dio alimentacién normal mostré 230 *+ 49 % del aumento de arrugas de la piel. Por
lo tanto, el grupo de ensayo mostré un mejor efecto de inhibicién del envejecimiento de la piel (figura 12).

7) Mejora de las arrugas

Se seleccionaron ratones sin pelo como modelo animal para evaluar si la composicion de la presente invencién
proporciona el efecto de mejorar las arrugas existentes. Se agruparon ratones hembra de 6 a 7 semanas de edad
como un grupo de alimentacién normal (control) y un grupo de alimentacién normal + extracto de bayas de ginseng
(Ejemplo 1), con 10 ratones por cada grupo. Después de la irradiacion con UV para inducir arrugas en la piel, a los
ratones se les administr6 por via oral el alimento y el extracto durante 12 semanas.

Las arrugas en la piel antes y después de la administracion oral se compararon en la misma zona usando el sistema
Visiometer (C+K). El cambio en las arrugas en la piel se calcul6 mediante la siguiente Figura Matematica 2. El
resultado se muestra en la figura 13.

Figura Matematica 2

Tdi —Tdo

Cambio en las arrugas (A%) = —— x 100
do

donde Tdi es el valor de medicion el Dia 90, y Tdo es el valor de medicién el Dia 0.

Como se observa en la figura 13, el grupo de ensayo al que se dio alimentacién normal y el extracto de bayas de
ginseng del Ejemplo 1 mostr6 98 = 17 % (media + desviacion estandar) de disminucion de arrugas en la piel,
mientras que el grupo de control al que se dio alimentacién normal mostrd 35 + 22 % de disminucién de arrugas en
la piel. Por lo tanto, el grupo de ensayo mostr6é un mejor efecto de mejora de arrugas de la piel.

Ejemplo Comparativo 10: Efecto blanqueante de la piel
1) Inhibicién de la generacion de melanina en melanocitos de raton

Se evalud la inhibicidn de la generaciéon de melanina en melanocitos de ratén para confirmar el efecto del extracto de
bayas de ginseng del Ejemplo 1 para inhibir la generacién de melanina.

En primer lugar, se cultivaron melanocitos (células Mel-Ab) obtenidos a partir de un raton C57BL/6 [Dooley, T.P. y
col., Skin Pharmacol., 7, pags. 188-200] en DMEM (medio Eagle modificado por Dulbecco) que incluia FBS al 10 %,
2-O-tetradecanoilforbol-13-acetato 100 nM y toxina del célera 1 nM en la condicién de 37 °C, CO» al 5%. Las células
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Mel-Ab cultivadas se separaron usando tripsina-EDTA al 0,25 % y se cultivaron en una placa de 24 pocillos a una
concentracion de 10° células/pocillo. Desde el dia 2, se afiadieron 10 ppm del extracto de bayas de ginseng del
Ejemplo 1 durante 3 dias consecutivos. Se us6 extracto de ginseng rojo para fines comparativos, y se usé
hidroquinona como sustancia de control positivo. Después, tras la eliminacion del medio y el lavado con PBS, las
células se disolvieron con hidroxido sédico 1 N. La absorbancia se midi6 a 400 nm, y la relacion de inhibicion de la
generacién de melanina se calcul6 mediante la siguiente Figura Matematica 3. El resultado se da en la siguiente
Tabla 5 (método de Dooley).

Figura Matemética 3

Relacion de inhibicion de generacién de melanina (%) = 100 - (Absorbancna de Ias.,ustanmade ensayo , 100]
Absorbancia de control
Tabla 5

Sustancia de ensayo Relaciéon de inhibiciéon de generacién de melanina (%)
Ejemplo 1 (100 ppm) 69
Ejemplo 1 (10 ppm) 37
Ejemplo 1 (1 ppm) 10
Control (extracto de ginseng rojo, 10 ppm) 5
Control positivo (hidroguinona, 10 ppm) 39

Como se observa a partir de la Tabla 5, el extracto de bayas de ginseng del Ejemplo 1 mostrd una relacién de
inhibicion de la generacion de melanina mejor que el extracto de ginseng rojo (grupo de control) y comparable con la
hidroquinona (control positivo).

2) Efecto blanqueante de la piel a través de administracion oral

Se selecciond una cobaya de color marron como modelo animal para confirmar si la composicion de la presente
invencion proporciona efecto blanqueante de la piel como nutracéutico. Se irradiaron los animales en todos los
grupos de ensayo (10 animales por cada grupo) con UV y se midié la dosis eritematica minima. Todos los animales
se irradiaron con UV a la dosis eritematica minima durante 3 dias, una vez al dia. Los animales de ensayo se
dividieron en un grupo de alimentacién normal, un grupo de alimentacion normal + extracto de ginseng rojo, y un
grupo de alimentacion normal + extracto de bayas de ginseng (Ejemplo 1). Se dejé que los animales se alimentasen
libremente durante 5 semanas. Se evalu6é la pigmentacion midiendo el valor L (brillo) con un colorimetro, y
calculando la diferencia entre el valor L cada dia y el de antes de la irradiacion UV. El resultado se da en la siguiente
Tabla 6.

35

Radiacion UV Alimgpr':]a;ién AIimentli%?nrz%;rgarlo}-oextracto de AIimenEtja:riT(]')&;?rmal +
1 seTaE;gz mas 7,03 0,28 6,90 £ 0,48 6,92 + 0,30
2 serr:::wda: mas 6,61+ 0,31 6,50+ 0,11 6,04 £0,18
3 sen:aapda: mas 6,42 +0.26 5,91 + 0,26 4,56 £ 0,25
4 sen:aapda: més 6,16 + 0,45 5,66 + 0,11 3,44+0,16
5 serr:::wda: mas 6,01 + 0,49 542 +0,23 2,88+0,15

Como se observa a partir de la Tabla 6, el grupo de ensayo al que se administr6 el extracto de bayas de ginseng del
Ejemplo 1 de acuerdo con la presente invencién mostré una rapida reduccion del cambio del valor L. Esto significa
que, en el grupo al que se administré el extracto de bayas de ginseng del Ejemplo 1 de acuerdo con la presente
invencion, la piel oscurecida recuperd la coloracion original mas rapido que el grupo al que se dio el extracto de
ginseng rojo. Se confirmd que el extracto de bayas de ginseng del Ejemplo 1 de acuerdo con la presente invencion
proporciona un efecto blanqueante de la piel superior con respecto al extracto de ginseng rojo.
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Ejemplo Comparativo 11: Efecto hidratante de la piel
1) Facilitacién de la capacidad de produccion de acido hialurénico

El &cido hialurénico es una proteina de unién que mantiene la humedad en el espacio intercelular y esté relacionada
directamente con el efecto hidratante para la piel.

Se cultivaron células epidérmicas humanas y el medio se reemplazé por un medio para el cultivo de células
epidérmicas (grupo de control) o uno que incluia el extracto de bayas de ginseng del Ejemplo 1. En las mismas
condiciones, las células se cultivaron durante 48 horas. Después, la cantidad de acido hialurénico en los dos grupos
se compar6 usando un kit de medicién de &cido hialurénico. El resultado se dio como valor relativo en base al grupo
de control.

Tabla 7

Sustancia de ensayo | Concentraciéon | Facilitacién de la produccién de acido hialurénico (%)

Ejemplo 1 100 ppm 189
10 ppm 134

1 ppm 112

Control - 100

Como se observa a partir de la Tabla 7, el extracto de bayas de ginseng del Ejemplo 1 facilité la produccion de acido
hialurénico en las células epidérmicas. Por lo tanto, se confirmé que el extracto de bayas de ginseng del Ejemplo 1
de acuerdo con la presente invencion proporciona un efecto hidratante para la piel.

2) Efecto hidratante para la piel a través de la administracion oral

Se seleccionaron ratones sin pelo como modelo animal para evaluar si la composicion de la presente invencion
proporciona un efecto hidratante para la piel. Se agruparon ratones hembra de 6 a 7 semanas de edad en un grupo
de alimentacién normal, un grupo de alimentacion normal + extracto de ginseng rojo, y un grupo de alimentacion
normal + extracto de bayas de ginseng (Ejemplo 1), con 10 ratones por cada grupo. Después de 12 semanas de
administracion oral, la cantidad de acido hialurénico en la epidermis y la dermis se compard usando un kit de
medicién de acido hialurdnico. El resultado se da en la siguiente Tabla 8.

Tabla 8
Alimentacién Alimentacién normal + extracto de Alimentacién normal +
normal ginseng rojo Ejemplo 1
Contenido de &cido
hialurénico (ug/g) 502,80 £ 16,24 539,33 £ 36,11 617,89 + 20,21

Como se observa a partir de la Tabla 8, el grupo de ensayo al que se administr6 el extracto de bayas de ginseng del
Ejemplo 1 mostrdé un aumento en el contenido de &cido hialurénico en la epidermis y la dermis. El efecto hidratante
para la piel fue superior que en el grupo al que se administr6 una alimentacién normal y el grupo al que se
administrd alimentacion normal y extracto de ginseng rojo.

Ejemplo de Ensayo 12: Aumento de la generacion de NO en las células endoteliales

Se observd el aumento de generacién de NO, que se conoce como una sustancia de transduccién de sefal
importante relacionada con la ereccion del pene, en las células endoteliales después del tratamiento con extracto de
bayas de ginseng. El experimento se realiz6 de una manera similar al Ejemplo de Ensayo 2, pero se tratd
conjuntamente con 1-arginina. La figura 14 es una imagen por microscopia laser confocal (Atto Bioscience, Estados
Unidos), y la figura 15 es una gréafica de intensidad relativa de fluorescencia analizada con el software Image-Pro
Plus v 4.5 (Media Cybernetics, San Diego, CA, Estados Unidos). En la figura 14 y la figura 15, "con" significa control,
"RG" significa el grupo tratado con extracto de ginseng rojo del Ejemplo Comparativo 1, "GB" significa el grupo
tratado con el extracto de bayas de ginseng del Ejemplo 1, "RG 50" significa el grupo tratado con extracto de ginseng
rojo 50 ug/ml, "RG 100" significa el grupo tratado con extracto de ginseng rojo 100 pg /ml, "L-arginina 250" significa
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el grupo tratado con 1-arginina 250 uM, "L-arginina 500" significa el grupo tratado con 1-arginina 500 uM, "GB 50"
significa el grupo tratado con extracto de bayas de ginseng 50 pg/ml, y "GB 100" significa el grupo tratado con
extracto de bayas de ginseng 100 pg/ml.

Como se observa a partir de la figura 14 y la figura 15, cuando se trataron con extracto de bayas de ginseng, las
células endoteliales (HUVEC) mostraron un aumento significativo de la generacion de NO en un sistema de cultivo
monocapa, en comparacién con el grupo de control. El efecto fue dependiente de la concentracion. A una
concentracién de 100 pug/ml, el grupo de ginseng rojo mostré un aumento de aproximadamente 1,5 veces de la
generaciéon de NO con respecto al grupo de control. La 1-arginina, que el sustrato de éxido nitrico sintasa, aumento
la generacion de NO en aproximadamente 2,7 veces y 5,5 veces, a 250 uM y 500 uM, respectivamente. Por el
contrario, el extracto de bayas de ginseng aumenté la generacion de NO, que es una sustancia de transduccién de
sefal de la dilatacion de los vasos sanguineos, en aproximadamente 4 veces y 12 veces, en comparacion con el
grupo de control, a 50 ug/ml y 100 pg/ml, respectivamente. Es decir, el extracto de bayas de ginseng mostrd el mejor
efecto. El extracto de bayas de ginseng fue aproximadamente 8 veces mas eficaz que el extracto de ginseng rojo, a
una concentracion de 100 pg/ml.

Por lo tanto, puede confirmarse que, la ingesta del extracto de bayas de ginseng da como resultado un aumento de
la generacion de NO en las células endoteliales y, por lo tanto, puede mejorar la ereccion del pene a través de la
dilatacién de los vasos sanguineos en el cuerpo cavernoso.

Ejemplo de Ensayo 13: Efecto sinérgico para facilitar la generacién de NO tras el uso combinado de extracto de
bayas de ginseng y 1-arginina

Se observd si una combinacion de 1-arginina, que se conoce como el sustrato de éxido nitrico sintasa, y el extracto
de bayas de ginseng, que facilita la generacién de NO, proporciona un efecto sinérgico para facilitar la generacién de
NO.

Se aislaron células endoteliales del cordon umbilical y se cultivaron. Se midi6 la generacién de NO en las células
endoteliales cultivadas. El procedimiento experimental especifico fue el mismo que en el Ejemplo de Ensayo 12. El
resultado se muestra en la figura 16.

En la figura 16, "con" significa control, "L-arginina 500" significa 1-arginina 500 uM, "GB 100" significa extracto de
bayas de ginseng 100 pug/ml, y "L-arginina + GB" significa 1-arginina 500 uM + extracto de bayas de ginseng
100 pg/ml.

Como se observa en la figura 16, la generacion de NO aumenté mucho mas cuando las células endoteliales se
trataron con 100 pg/ml de extracto de bayas de ginseng y 1-arginina 500 uM al mismo tiempo, que cuando se
trataron con cualquiera de los dos. Es decir, se confirm6 un efecto sinérgico.

A parte de este resultado, puede confirmarse que un uso combinado de 1-arginina, que es el sustrato de 6xido
nitrico sintasa, y el extracto de bayas de ginseng aumenta en gran medida la generacion de NO vy, por lo tanto, es
eficaz en la mejora de la funcion sexual masculina a través de la relajacién del cuerpo cavernoso y mejora y
mantiene la ereccion del pene.

A continuacién se describen algunos ejemplos de formulacién de la composicién de la presente invencion. Sin
embargo, se describen con fines ilustrativos y no pretenden limitar el alcance de la presente invencion.

Ejemplo de Formulacién 1: Inyeccién

Se mezclaron 50 mg del extracto de bayas de ginseng del Ejemplo 1, una cantidad adecuada de agua esterilizada
para inyeccion, y una cantidad adecuada de ajustador de pH y se cargaron en una ampolla (2 ml) de acuerdo con un
método de preparacion de inyeccién habitual.

Ejemplo de Formulacién 2: Liquido

Se disolvieron 100 mg del extracto de bayas de ginseng del Ejemplo 2, 10 g de glucosa isomerizada y 5 g de manitol

en una cantidad adecuada de agua purificada. Después de afnadir una cantidad adecuada de aroma de limén y
mezclar los ingredientes, se anadié agua purificada para preparar 100 ml. El liquido resultante se cargé en una
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botella de color pardo y se esterilizo.

Ejemplo de Formulacién 3: Céapsula blanda

Se mezclaron 50 mg del extracto de bayas de ginseng del Ejemplo 1, 80-140 mg de 1-carnitina, 180 mg de aceite de
semilla de soja, 2 mg de aceite de palma, 8 mg de aceite vegetal endurecido, 4 mg de cera de abejas de color
amarillo, y 6 mg de lecitina y se cargaron en una capsula de acuerdo con un método habitual, con 400 mg por cada
capsula.

Ejemplo de Formulacién 4: Comprimido

Se mezclaron 50 mg del extracto de bayas de ginseng del Ejemplo 2, 200 mg de galactooligosacarido, 60 mg de
lactosa y 140 mg de maltosa y se granularon usando un secador de lecho fluido. Después, tras la adicion de 6 mg de
éster de azlcar, la mezcla se prepard en comprimidos usando una maquina de fabricacién de comprimidos.

Ejemplo de Formulacién 5: Granulo

Se mezclaron 50 mg del extracto de bayas de ginseng del Ejemplo 2, 250 mg de glucosa anhidrocristalina y 550 mg
de almidén y se granularon usando un granulador de lecho fluido.

Ejemplo de Formulacién 6: Bebida

Se mezclaron 50 mg del extracto de bayas de ginseng del Ejemplo 1, 10 g de glucosa, 0,6 g de acido citrico y 25 g
de jarabe de oligosacarido. Después de afadir 300 ml de agua purificada, se cargaron 200 ml de la mezcla en una
botella. Después, la esterilizacién se realizé a 130 °C durante 4-5 segundos.

Ejemplo de Formulacién 7: Extracto de baya de ginseng 100 %

Durante el proceso de preparacion del extracto de bayas de ginseng en el Ejemplo 1, el extracto se concentré de
manera que el contenido sdlido fue del 60 % o mayor. Después de la maduracién a baja temperatura, se preparé el
producto liquido de extracto al 100 %.

Ejemplo de Formulacién 8: Pildora

Se mezclaron 0,9 g del extracto de bayas de ginseng del Ejemplo 1, 0,3 g de azlcar, 1,91 g de almidén y 0,56 g de
glicerina y se prepararon en pildoras usando una maquina de fabricacion de pildoras.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién que comprende extracto de bayas de Panax ginseng C.A. Meyer como principio
activo para su uso terapéutico en la mejora de la funciéon sexual masculina.

2. La composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que la composicion comprende
adicionalmente L-arginina.

3. La composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1,
en la que la composicion comprende del 0,01-100 % en peso del extracto de bayas de ginseng en base al peso total
de la composicion.

4. La composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacion 2,
en la que la composicién comprende del 0,01-99,9 % en peso de L-arginina en base al peso total de la composicién.

5. La composicion para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que la
composicién aumenta la generacién de 6xido nitrico (NO) en las células endoteliales vasculares.

6. La composicion para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en la que la
composicién mejora la ereccion del pene.

7. La composicién para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4,

en la que la composicién esta en la forma de preparacién de de un comprimido, pildora, bolita, capsula, granulo,
polvo, pomada, bebida o inyeccién.
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Figura 1
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Figura 2

o
| SN
SN
[
5
[$]
o .
S
O .
=
5
—_
.Q_

: Ejemplo 2
(100 jig/mly:

19



ES 2540751 T3

Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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Figura 8
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Figura 9
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Figura 11
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Figura 14
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Figura 15
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