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DESCRIPCION
Composicién antiobesidad
Campo técnico

La presente invencion se refiere a una composicion antiobesidad, que comprende extracto de Melissa officinalis,
Morus alba y Artemisia capillaris como principios activos, para usar en el tratamiento de la obesidad.

Técnica anterior

La obesidad se considera la peor plaga del mundo de la historia, y la Organizaciéon Mundial de la Salud la ha
declarado como una enfermedad en 1997. El aumento del sobrepeso y de la obesidad ha sido una constante desde
los afios sesenta, y dicha tendencia casi nunca decae.

En los EE. UU., la cantidad de personas con sobrepeso u obesidad aumenta de manera permanente. En la
actualidad, se considera que el 65 % y el 30 % de los adultos a partir de los 20 afios de edad padecen de sobrepeso
y obesidad, respectivamente. Aun en los paises en vias de desarrollo, los indices de obesidad en las regiones
econdmicamente desarrolladas no son inferiores a los reinantes en los paises avanzados. En la actualidad, la
cantidad de individuos obesos en los EE. UU. y Japoén alcanza unos 300 millones, aproximadamente. Cada afio,
mas de 0,3 millones de personas muere como consecuencia de la obesidad, y los gastos relacionados con esta
enfermedad llegan unos $100 billones.

En todo el mundo, la poblacién obesa emerge con los cambios ambientales, potenciados por el desarrollo
econdmico, la modernizacion y la urbanizacién. Y el indice de sobrepeso es mayor en la poblacion masculina que en
la femenina, en tanto que el indice de la obesidad, por lo general, es menor en los hombres que en las mujeres. El
indice de la obesidad en los nifios y jévenes es elevado, tanto en los paises desarrollados como en los avanzados.

Las terapias actualmente utilizadas para la obesidad incluyen terapia dietaria, actividad fisica, terapia conductual,
terapia farmacologica, combinacion de terapia y cirugia (gastrectomia), etc.

La mayoria de los alimentos mas utilizados para controlar la obesidad consiste en fibras dietarias, y también se
comercializan en el mercado ciertas comidas cuyo efecto no ha sido médicamente demostrado.

Como farmacos antiobesidad aprobados por la FDA [Food and Drug Administration, Administracion de Alimentos y
Farmacos], hoy en dia se encuentran disponibles los siguientes: Orlistat (nombre comercial: Xenical), fentermina
(nombre comercial: Fastin, Zantryl etc.) y Sibutramina (nombre comercial: Reductil, Meridia, etc.).

La eficacia del Orlistat (Xenical), que fue el ultimo farmaco en ser aprobado, reside en evitar la absorcion del 30 %
aproximadamente de las grasas provenientes de los alimentos; por tanto, logra una reduccién en el peso corporal.
Por otro lado, la eficacia de la fentermina y sibutramina reside en quitar el apetito.

El Orlistat (Xenical) se combina con la lipasa en el aparato digestivo, lo cual reduce la lipdlisis en el intestino delgado
y, de este modo, evita la absorcidon de la grasa. No obstante ello, la grasa no degradada que permanece en el
intestino da lugar a varios efectos colaterales, tales como malestar o dolor abdominal, molestias o dolor en el recto,
heces grasas o aceitosas, vomitos, depresion, dolor de piernas, pies edematosos, etc. Estos efectos colaterales
pueden ser mas graves si se ingieren mas grasas.

La fentermina cambia el valor de la serotonina en el cerebro, para quitar el apetito. Pero por otro lado, puede elevar
la presion arterial y la frecuencia cardiaca y estimular el sistema nervioso central, que son los mismos efectos
colaterales de las anfetaminas.

La sibutramina puede eliminar la reabsorcion de norepinefrina, serotonina y dopamina, que son neurotransmisores,
por lo que se induce la eliminacion del apetito en el cerebro. Sin embargo, puede causar muchos efectos colaterales,
entre los que se incluyen: dolor abdominal, ansiedad, estrefiimiento, depresion, cefalea, insomnio, dolor articular,
nauseas, nerviosismo, dolor estomacal, etc. Por otro lado, un informe reciente que vincula a la sibutramina (Reductil)
con la muerte cardiaca puso sobre el tapete la cuestion de la seguridad como un factor critico.

En consecuencia, un tratamiento ideal para combatir la obesidad deberia poder reducir la grasa corporal solo
selectivamente, sin afectar los musculos y los huesos, lograr que se mantenga el peso corporal después de un
exitoso adelgazamiento y, en primer lugar, no tendria que presentar efectos colaterales por la administracion a largo
plazo.

Para desarrollar farmacos antiobesidad que puedan solucionar los problemas antes explicados y reducir la grasa
corporal y el peso corporal simultaneamente, los inventores de la presente invenciéon estudiaron los efectos
antiobesidad de los medicamentos de hierbas que se han utilizado durante mucho tiempo.

Con respecto a los efectos antiobesidad de los medicamentos de hierbas, el documento de patente con el nUmero
KR 10-2004-0065427 Al describe productos biosanitarios anti-obesidad que contienen un oligosacarido de Artemisia

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 581 336 T3

iwayomogi, AIPI (fraccion 1 del polisacarido de Artemisia iwayomogi), para mejorar el metabolismo fisiolégico
enddcrino de la obesidad, y el documento de patente con el nimero KR 10-2005-83066 Al describe un alimento para
combatir la obesidad que comprende extracto de Eucommia-ulmoides Oliver o extracto de Morus/alba Linne.

Como resultado de arduos estudios, una composicién que comprende extracto de Melissa officinalis, extracto de
Artemisia capillaris y extracto de Morus alba denota efectos destacables sobre la reduccién del peso corporal y de la
grasa corporal, y con posterioridad, se llevé a cabo esta invencion.

Descripcion de la invenciéon
Problema técnico

Un objeto de la presente invencion reside en proporcionar una composicion antiobesidad que comprende extracto de
Melissa officinalis, extracto de Artemisia capillaris y extracto de Morus alba como principios activos, para eliminar la
obesidad usando la composicion.

Solucion técnica

La presente invencidon provee una composicion que comprende extractos de Melissa officinalis, Morus alba y
Artemisia capillaris como principios activos, para usar en el tratamiento de la obesidad, y el extracto de Morus alba
se extrae de la hoja de Morus alba.

Por otra parte, la presente invencion provee una composicién antiobesidad que comprende extracto de Melissa,
extracto de Artemisia y extracto de Mori Folium como principios activos.

En una realizacion de la presente invencion, dicha composicion antiobesidad puede comprender: extracto de Melissa
officinalis, en una cantidad de 0,1-99 partes en peso; extracto de Artemisia, en una cantidad de 0,1-99 partes en
peso, y extracto de Morus alba, en una cantidad de 0,1-99 partes en peso, con respecto a 100 partes en peso de la
composicion.

En otra realizacion de la presente invencion, dicha composicion para combatir la obesidad puede comprender
extracto de Melissa officinalis, extracto de Artemisia capillaris, extracto de Morus alba, en una relacién de 1-3: 0,1-1:
1-3 en peso seco.

Se considera que el término ‘composicion’, segun se ha utilizado en la presente hasta el momento o en lo sucesivo,
incluye cualquier producto formado por una mezcla de ingredientes especificos, directa o indirectamente, asi como
también, un producto que contiene los ingredientes especificos.

La ‘Melissa’ es una hierba perenne, de la familia Labiatae, también denominada limonera, toronjil o toronjina como
nombres comunes o populares. El extracto de Melissa comprende flavonoide, acido de terpeno, aceite volatil,
glucosidos de alcohol y compuesto fendlico, etc., derivados de acidos cafeicos y similares. El acido rosmarinico es
uno de los ingredientes no volatiles como principal flavonoide de la Melissa. Se ha sabido que el acido rosmarinico
tiene marcadas propiedades antiinflamatorias y antipiréticas, y el aceite esencial de la Melissa presenta abundantes
propiedades medicinales, particularmente para la depresion, la cefalgia nerviosa, la declinaciéon de la memoria, la
neuralgia, la pirexia y similares. Por otro lado, se supo que el aceite esencial de la Melissa puede aplicarse para
sedacion y conseguir efectos antibacterianos, antivirales, antioxidacion y antihormonales. En la actualidad, el
extracto seco de la Melissa se emplea como un ingrediente de un promotor para la circulacién sanguinea.

La ‘Artemisia’ es una hierba perenne de la familia de las Compositae. Tiene efectos de antipirético, antiinflamatorio,
analgésico, antidepresivo, y se ha usado para la ictericia, las perturbaciones en la miccion, los abscesos y la sarna, y
la ginecopatia. La Arfemisia comprende varios ingredientes que incluyen escoparona, capilina, capilona, capileno,
capilarina, etc. Particularmente, se ha sabido que la escoparona puede causar un aumento en la secrecion de la bilis
y facilitar la excrecioén de la bilirrubina, mejorar la funcién hepatica y se puede usar con fines de desintoxicacion del
alcohol, antioxidacion, para lograr efectos antibacterianos y antitumorales.

‘Mori Folium’ es la hoja de la especie Morus y es eficaz en la prevencion de la apoplejia cerebral, como antipirético,
para mejorar la agudeza visual, ademas de poder usarse en el tratamiento de la fiebre, la cefalea, la irritacion de los
ojos, la polidipsia. EI Mori Folium comprende flavonoides, que incluyen rutina, quercetina, isoquercetina y
moracetina; hormonas de la metamorfosis de los insectos, incluso inocosterona, ecdisterona, etc. Se supo que el
extracto de Mori Folium puede usarse por su eficacia hipoglucémica (KR 10-1998-0021670 Al).

Para la presente invencion, la expresion ‘Mori Folium’ es la hoja de Morus alba L.

Las composiciones de la presente invencion pueden comprender otros ingredientes antiobesidad, asi como también,
uno o mas de los extractos de hierbas antes citados.

También, las composiciones de la presente pueden comprender, ademas, al menos, uno de los materiales o
ingredientes de las composiciones para el cuidado de la salud siguiendo los preceptos y normas generales, entre las
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que se incluyen fibra dietaria, té verde, ginseng y similares u otros aditivos alimenticios aprobados, tales como
vitaminas, minerales, etc. en la cantidad apropiada.

Dicha fibra dietaria puede ser al menos una de las siguientes: cascarilla de Psyllium, celulosa, hemicelulosa,
celulosa cristalina, lignina, pectina, acido alginico, acido polimanurénico, goma de guar, goma arabiga,
arabinogalactano, Konjak mannan, inulina, levan, polidextrosa y maltodextrina no digerible.

Dicho té verde puede ser té verde en polvo, liquido de extraccion del té verde o polvo del liquido de extraccion del té
verde.

Ademas, dicho ginseng puede ser ginseng en polvo, liquido de extraccion de ginseng o polvo del liquido de
extraccion del ginseng.

También, la presente composicién puede comprender, asimismo, al menos una vitamina, tales como: vitamina A,
vitamina B4, vitamina B,, vitamina Bs, vitamina Bs, vitamina B42, acido félico, vitamina C, vitamina D3, vitamina E;
minerales, tales como cobre, calcio, hierro, magnesio, potasio, zinc, etc. u otros aditivos alimentarios aprobados, en
la cantidad apropiada.

El contenido de ingredientes distintos de los principios activos no tiene limitaciones en particular, sin embargo, por lo
general, varia en un intervalo de 0 a 98 partes en peso, con respecto a 100 partes en peso de la composicion.

Al preparar las presentes composiciones, los extractos de hierbas se pueden comprar o preparar con métodos
convencionales.

Es posible usar cualquier hierba deshidratada, no deshidratada o mezclas de hierbas deshidratada y no
deshidratadas para el proceso de extraccion.

Un experto en la técnica puede usar el extracto de las hierbas antes citadas como liquido de extraccion o polvo de
liquido de extraccion. Para la extraccion, las hierbas pueden deshidratarse, deshidratarse y cortarse en rebanadas o
deshidratarse vy triturarse, de acuerdo con el método de disecado tradicional, y luego se pueden extraer con el
método de extraccion convencional, por ejemplo, extraccidon con agua caliente o extraccion con disolventes
organicos. También es posible usar el polvo de liquido de extraccion disponible comercialmente en el mercado.

Por ejemplo, los extractos de hierbas se pueden preparar cortando las hierbas en finas rebanadas, extrayendo 1-5
veces de manera reiterada las hierbas cortadas, con agua, alcohol inferior o una combinacion de disolventes del
mismo, o un disolvente organico en una cantidad de 3-20 veces las hierbas a una temperatura que varia entre la
temperatura ambiental y los 100 °C, durante 6 horas a 10 dias aproximadamente, luego filtrando y concentrando al
vacio o liofilizando el liquido de extraccién. La extraccion puede procesarse mediante métodos de extraccion
convencionales, tales como extraccién por maceraciéon con agua fria, extraccion por sonicacion o extracciéon por
reflujo.

Dicho alcohol inferior puede incluir alcohol C1.4, y el citado disolvente organico puede incluir disolventes tales como
acetato de etilo, cloroformo, hexano y diclorometano. Para obtener el resultado de extraccion apropiado, se prefiere
usar los disolventes en una cantidad superior al triple de la hierba. Pero si la cantidad de disolventes es mayor que
20 veces la cantidad de la hierba, es probable que haya un consumo excesivo de los disolventes, en comparacion
con la cantidad de extraccion [SIC].

La composiciéon de la presente invencion se puede usar en cualquier forma de acuerdo con el propédsito de la
composicion, por ejemplo, una composicion farmacéutica o una composicion nutracéutica para reducir el peso
corporal y la grasa corporal.

La composiciéon farmacéutica de la presente invencion puede adquirir cualquier forma, por ejemplo: granulo, polvo,
comprimido, comprimido recubierto, capsula, pildora, jarabe, gota, solucion, suspensién y emulsiéon o formulacién de
liberacion sostenida del o de los principios activos.

La composicién de la presente invencidon puede comprender, asimismo, uno o mas portadores farmacéutica o
fisioldgicamente aceptables a ser formulados de manera apropiada para la administracion. Los portadores
farmacéutica o fisiolégicamente aceptables pueden ser, por ejemplo: solucién salina, agua autoclavada, solucion de
Ringer, solucion salina tamponada, dextrosa, maltodextrina, glicerol, etanol y sus mezclas. De ser necesario, la
composicion de la presente invencion puede comprender aditivos convencionales, tales como sustancias
antioxidantes, tamponadoras y antisépticas. La composicion de la presente invenciéon también puede comprender
aditivos farmacéutica y fisioldgicamente aceptables, tales como diluyentes, agentes dispersantes, tensioactivos,
disolventes, agentes desintegrantes, edulcorantes, aglutinantes, agentes de recubrimiento, agentes expansores,
lubricantes, agentes deslizantes o saborizantes. Mediante el uso de métodos convencionales o del texto escrito del
Remington’s Pharmaceutical Science (Mack Publishing Company, Easton PA), las composiciones de la presente
invencion pueden formularse en cualquier forma deseable, de acuerdo con la enfermedad o el ingrediente.
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La composicién de la presente invencion se puede administrar por diversas vias, entre las que se incluyen las vias
oral, intravenosa, intraarterial, intraperitoneal, intratoracica, transdérmica, nasal, de inhalacién, topica, rectal, ocular e
introduccién subcutanea, de acuerdo con el método convencional de administracion.

La composicion nutracéutica de la presente invencion puede adoptar cualquier forma de alimento. Por ejemplo, se
puede secar con portadores y luego producir como una capsula, o procesar como un comprimido, granulo, polvo,
bebida, gachas, etc., de acuerdo con los métodos convencionales en la técnica.

Los ejemplos de alimentos que comprenden la presente composicion incluyen: carne, té, bebidas, colaciones,
configuras, fideos, caramelos, chocolate, helado, goma, combinacién de vitaminas, comidas funcionales, etc.

Las presentes composiciones se pueden usar para eliminar el aumento de peso corporal y de grasa corporal para
combatir la obesidad.

Aunqgue no forma parte de la presente invencién, también se contempla un método para eliminar la obesidad, que
comprende administrar una cantidad efectiva de una composicién antiobesidad que comprende extracto de Melissa,
extracto de Artemisia y extracto de Mori Folium. En este método, las explicaciones para las composiciones
antiobesidad son las mismas que las suministradas con anterioridad.

Cuando las presentes composiciones se administran en ratones genéticamente obsesos y en ratones con obesidad
inducida por la ingesta de alimentos ricos en grasas, durante 5 semanas, puede observarse que también se reducen
la grasa corporal y la grasa gonadal de los ratones. Ademas, las composiciones que ademas comprenden
ingredientes suplementarios, tales como fibra dietaria, té verde, ginseng, etc., muestran efectos sinergisticos en una
accion antiobesidad, tales como reduccion del peso corporal y reduccion de la grasa corporal y de la grasa gonadal.

También, cuando las presentes composiciones se administran en ratones genéticamente obsesos y en ratones con
obesidad inducida por la ingesta de alimentos ricos en grasas, disminuyen el nivel de colesterol en sangre y nivel de
glucosa en sangre relacionado con la obesidad.

Asimismo, al administrar las presentes composiciones, no hay signos de que los adipocitos se tornen hipertréficos;
en cambio, el tamafio y las dimensiones de las células grasas se reducen, y los numeros y el tamafio de las
vacuolas lipidicas en el higado disminuyen, por lo que se reduce la acumulacion de lipidos en el higado.

Por otro lado, en un ensayo clinico realizado en seres humanos, el peso corporal, el porcentaje de grasa corporal, la
grasa visceral, la concentracion de apolipoproteina B, la relacion de colesterol total/colesterol HDL y la relacion de
colesterol LDL/colesterol HDL se reducen sensiblemente, y el indice aterogénico mejora, ademas de incrementarse
la masa muscular.

The principios activos de la presente invencion, el extracto de Melissa officinalis, el extracto de Artemisia capillaris y
el extracto de Morus alba en si mismos, tienen poca toxicidad y efectos colaterales; de esta manera, la presente
composicion puede administrarse de manera segura durante un periodo prolongado.

Al decidir la dosificacién de la presente composicion, la dosificacion diaria de los extractos de Melissa officinalis,
Artemisia capillaris y Morus alba se ubicaria, convenientemente, entre 0,1 y 200 mg/kg, entre 0 y 200 mg/kg y entre
0 y 200 mg/kg, respectivamente. La dosificacion puede determinarse por diversos factores, tales como la clase y la
gravedad del sintoma del paciente, el contenido del principio activo, el contenido y la clase de los otros ingredientes,
el tipo de formulacion, los parametros del paciente (la edad, el peso corporal, el estado de salud, el sexo), la comida,
el tiempo de dosificacion, la via de administracion, la relacion de la composicion, el tiempo de tratamiento y otros
farmacos administrados de manera concomitante.

De este modo, la presente invencién provee un uso novedoso de una mezcla de extracto de Melissa officinalis,
extracto de Arfemisia y extracto de Morus alba para la fabricacién de una composicién antiobesidad. En estos usos,
la descripcién para la composiciéon antiobesidad es la misma que la indicada anteriormente.

Las ventajas y caracteristicas de la presente invencion y el método de revelarlos resultaran explicitos a partir de los
siguientes ejemplos descritos de manera detallada. Sin embargo, debe entenderse distintivamente que la presente
invencion no se limita a ellos sino que se la puede representar y llevar a la practica de otras maneras variadas. Es
obvio que los siguientes ejemplos son para completar la descripcion de la invencién y para indicar el alcance de la
presente invencion a un experto especializado en de manera completa, y la presente invencion se definira solo por el
alcance de las reivindicaciones.

Los siguientes ejemplos sirven para brindar una apreciaciéon mas pormenorizada de la invencién, aunque no
pretenden de ningun modo restringir el alcance efectivo de la invencion.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 es un grafico que muestra la reduccion del peso corporal en ratones genéticamente obsesos, con el paso
del tiempo, después de la administracién de la composicién de la presente invencion.
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La figura 2 es un grafico que muestra la reduccion del peso corporal en ratones con obesidad inducida por la ingesta
de alimentos ricos en grasas, con el paso del tiempo, después de la administracion de la composicion de la presente
invencion.

La figura 3 es un grafico que muestra el efecto de la composicion de la presente invencion sobre el nivel de glucosa
en sangre relacionado con la obesidad.

La figura 4 es una imagen que muestra el efecto de la composicion de la presente invencién sobre los adipocitos
subcutaneos.

La figura 5 es una imagen que muestra el efecto de la composicién de la presente invencion sobre la acumulacion
de lipidos en el higado de ratén genéticamente obeso.

La figura 6 es un grafico que muestra los cambios en el peso corporal, la grasa corporal y en la masa corporal magra
en los sujetos humanos del ensayo clinico, antes y después de la administracion de la composicion de la presente
invencion.

La figura 7 es un grafico que muestra los cambios en la grasa visceral y en la grasa subcutanea en los sujetos
humanos del ensayo clinico, antes y después de la administracion de la composicion de la presente invencion.

Modo para la invencion
Ejemplo 1. (Comparativo) Preparacién de la formulacién 1
Se produjo una capsula que comprendia un principio activo, de la siguiente manera.

Se prepararon 25 g de extracto de Melissa officinalis en una formulacién para una capsula (en adelante, denominada
la ‘muestra 1’), de acuerdo con el método convencional de encapsulamiento.

Los constituyentes de la capsula eran los siguientes.

Extracto de Melissa officinalis officinalis: 25 g.

Excipientes: cantidad suficiente.

Ejemplo 2. (Comparativo) Preparacién de la formulacién 2

Se produjo una capsula que comprendia principios activos, de la siguiente manera.

Se mezclaron 10 g de extracto de Melissa officinalis y 10 g de extracto de hoja de Morus alba L., y la mezcla se
prepar6é como una formulacion para una capsula (en adelante denominada ‘muestra 2’), de acuerdo con el método
convencional de encapsulamiento.

Los constituyentes de la capsula eran los siguientes.

Extracto de Melissa officinalis: 10 g.

Extracto de hoja de Morus alba L.: 10 g.

Excipientes: cantidad suficiente.

Ejemplo 3. Preparacion de la formulacion 3

Se produjo una capsula que comprendia principios activos, de la siguiente manera.

Se mezclaron 10 g de extracto de Melissa officinalis, 5 g de extracto de Artemisia capillaris y 10 g de extracto de
hoja de Morus alba L., y con la mezcla se preparé una formulacién para una capsula (en adelante denominada
‘muestra 3’), de acuerdo con el método convencional de encapsulamiento.

Los constituyentes de la capsula eran los siguientes.
Extracto de Melissa officinalis: 10 g.

Extracto de Artemisia capillaris: 5 g.

Extracto de hoja de Morus alba L.: 10 g.

Excipientes: cantidad suficiente.
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Ejemplo 4. Preparacion de la formulacion 4
Se produjo una formulacion liquida que comprendia principios activos, de la siguiente manera.

Se disolvieron 0,1 g de extracto de Melissa officinalis, 0,05 g de extracto de Artemisia capillaris y 0,1 g de extracto de
hoja de Morus alba L., en agua destilada, para obtener 1000 (1 [SIC] de la formulacién (en adelante denominada
‘muestra 4).

Extracto de Melissa officinalis: 10 g.

Extracto de Artemisia capillaris: 5 g.

Extracto de hoja de Morus alba L.: 10 g.

Agua destilada: cantidad suficiente.

Ejemplo 5. Preparacion de la formulacion 5

Se produjo una formulaciéon que comprendia principios activos y fibra dietaria de la siguiente manera.

Se mezclaron 6 g de extracto de Melissa officinalis, 4 g de extracto de Artemisia capillaris, 6 g de extracto de hoja de
Morus alba L. y 84 g de fibra dietaria (Konjak mannan, maltodextrina no digerible) para obtener la formulacion (en
adelante denominada ‘muestra 5’).

Extracto de Melissa officinalis: 6 g.

Extracto de Artemisia capillaris: 4 g.

Extracto de hoja de Morus alba L.: 6 g.

Konjak mannan: 12 g.

Maltodextrina no digerible: 72 g.

Ejemplo 6. Preparacion de la formulacion 6

Se produjo una formulaciéon que comprendia principios activos y extracto de té verde de la siguiente manera.

Se mezclaron 6 g de extracto de Melissa officinalis, 4 g de extracto de Artemisia capillaris, 6 g de extracto de hoja de
Morus alba L. y 84 g de extracto de té verde (incluso 20 % de catequina), para obtener la formulacion (en adelante
denominada ‘muestra 6’).

Extracto de Melissa officinalis: 6 g.

Extracto de Artemisia capillaris: 4 g.

Extracto de hoja de Morus alba L.: 6 g.

Extracto de té verde: 84 g.

Ejemplo 7. Preparacion de la formulacion 7

Se produjo una formulaciéon que comprendia principios activos y extracto de ginseng de la siguiente manera.

Se mezclaron 6 g de extracto de Melissa officinalis, 4 g de extracto de Artemisia capillaris, 6 g de extracto de hoja de
Morus alba L. y 4 g de extracto de ginseng en polvo (contenido de ginseng: 110 mg/g), para obtener la formulacion
(en adelante denominada ‘muestra 7’).

Extracto de Melissa officinalis: 6 g.
Extracto de Artemisia capillaris: 4 g.
Extracto de hoja de Morus alba L.: 6 g.
Extracto de ginseng en polvo: 4 g.

Ejemplo comparativo. Preparacion de la formulacién que comprende el extracto de Artemisia y el extracto de Mori
Folium.

Se produjo una capsula que comprendia principios activos de la siguiente manera.
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Se mezclaron 5 g de extracto de Artemisia capillaris y 10 g de extracto de hoja de Morus alba L. para obtener la
formulacioén (en adelante denominada ‘muestra comparativa).

Los constituyentes de la capsula eran los siguientes.

Extracto de Artemisia capillaris: 5 g.

Extracto de hoja de Morus alba L.: 10 g.

Ejemplo experimental 1. Efecto antiobesidad in ratones genéticamente obsesos (ratones ob/ob)

Se observaron los efectos antiobesidad de la formulacién anterior por administracion oral a los ratones
genéticamente obsesos.

Se usaron unos ratones obesos macho de cinco semanas de edad (B6.V-Lep<ob>, Jackson Laboratory) para el
experimento y después de unos pocos dias del periodo de ajuste, al grupo de control se le administré una solucién
salina mientras que a los grupos de tratamiento se les administré cada una de las muestras 1 a 7, disueltas en
solucion salina.

Para la formulacion comparativa, se disolvieron 25 mg de la muestra comparativa en 10 ml de solucién salina, y 0,4
[ [SIC] de la solucién se administraron por via oral a cada ratén, todos los dias, durante 5 semanas, formulacion que
se habia disefiado para que contuviera una cantidad de 50 mg/kg del principio activo.

Para la formulacion 1,2 y 3, se disolvieron 25 mg de cada muestra en 10 (] [SIC] de solucion salina y se
administraron por via oral a los ratones, a razén de 0,4 [ [SIC] por dia durante 5 semanas, formulacién que se habia
disefiado para que contuviera una cantidad de 50 mg/kg del principio activo.

Para la formulacion 4, se disolvieron 40 mg de la muestra 4 en 160 [1 [SIC] de solucién salina y se proveyo a los
ratones como agua para beber durante 5 semanas, formulacion que se habia disefiado para que contuviera una
cantidad de 40 mg/kg de los principios activos.

Para la formulacion 5, se suspendieron 1,56 g de la muestra 5 en 100 (1 [SIC] de solucion salina y se administraron
por via oral a los ratones a razén de 0,4 [ [SIC] por dia, durante 5 semanas, formulacién que se habia disefiado para
que contuviera una cantidad de 50 mg/kg de los principios activos.

Para la formulacion 6, se suspendieron 1,56 g de la muestra 6 con 100 [1[SIC] de solucién salina y se administraron
por via oral a los ratones, a razén de 0,4 [ [SIC] por dia durante 5 semanas, formulacién que se habia disefiado para
que contuviera una cantidad de 50 mg/kg de los principios activos.

Para la formulacion 7, se suspendieron 312,5 mg de la muestra 7 con 100 [ [SIC] de solucién salina y se
administraron por via oral a los ratones, a razén de 0,4 [ [SIC] por dia durante 5 semanas, formulacién que se habia
disefiado para que contuviera una cantidad de 50 mg/kg de los principios activos.

Se midieron los pesos corporales a diario, desde el dia de la administracién de la muestra, y la ingesta de comida se
determind estimando la cantidad de alimento consumido por los ratones durante todo el periodo de tratamiento.

Después de 5 semanas, se tomaron unas muestras de sangre para medir la glucosa sanguinea, y los animales se
sacrificaron por dislocacion cervical. Se recolectaron los tejidos adiposos, se los peso, se los sometid a
congelamiento ultrarrapido en nitrégeno liquido y se los almacené a -80 °C hasta su uso. Los resultados se
describen en la siguiente tabla 1.

Tabla 1. Efecto antiobesidad en ratones genéticamente obsesos (ratones ob/ob)

Muestra ftem Grupo de control Grupo de tratamiento Indice de
reduccion
Peso corporal (g) 47,0+ 3,85 45,1+ 4,22 4%
Aumento de peso corporal (g) 16,6 £ 2,24 14,4 + 2,02 14 %
Muestra comparativa
Grasa subcutanea (g) 1,02+ 0,15 0,95+0,13 7%
Grasa gonadal (g) 3,24 £ 0,23 3,13+0,31 4%
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Muestra ltem Grupo de control Grupo de tratamiento Indice de
reduccion
Peso corporal (g) 47,0+ 3,85 44,2 + 3,96 6 %
Aumento de peso corporal (g) 16,6 £ 2,24 13,3+2,28 20 %
Muestra 1
Grasa subcutanea (g) 1,02 £ 0,15 0,95+0,11 7%
Grasa gonadal (g) 3,24 £ 0,23 3,09 £0,30 5%
Peso corporal (g) 47,0+ 3,85 43,9+ 4,21 7%
Aumento de peso corporal (g) 16,6 £ 2,24 13,1 +£2,98 21 %
Muestra 2
Grasa subcutanea (g) 1,02 £ 0,15 0,92+0,15 10 %
Grasa gonadal (g) 3,24 £ 0,23 3,04 £0,28 6 %
Peso corporal (g) 47,0+ 3,85 43,1 +4,17 8 %
Aumento de peso corporal (g) 16,6 £ 2,24 12,1 + 3,01 27 %
Muestra 3
Grasa subcutanea (g) 1,02 £ 0,15 0,87 £0,12 15 %
Grasa gonadal (g) 3,24 £ 0,23 3,01+0,37 7%
Peso corporal (g) 47,0+ 3,85 447 + 4,20 5%
Aumento de peso corporal (g) 16,6 £ 2,24 12,5+2,43 25 %
Muestra 4
Grasa subcutanea (g) 1,02 £ 0,15 0,93+0,11 9%
Grasa gonadal (g) 3,24 £ 0,23 3,11+£0,42 4%
Peso corporal (g) 47,0+ 3,85 42,8 +4,31 9%
Aumento de peso corporal (g) 16,6 £ 2,24 11,3+ 2,01 32%
Muestra 5
Grasa subcutanea (g) 1,02+ 0,15 0,82+0,12 20 %
Grasa gonadal (g) 3,24 £ 0,23 2,92+0,24 10 %
Peso corporal (g) 47,0+ 3,85 42,8+ 4,44 9%
Aumento de peso corporal (g) 16,6 £ 2,24 11,8 £ 2,11 29 %
Muestra 6
Grasa subcutanea (g) 1,02 £ 0,15 0,83+0,12 19 %
Grasa gonadal (g) 3,24 £ 0,23 2,95 +0,30 9%
Peso corporal (g) 47,0+ 3,85 42,7 +4,01 9%
Aumento de peso corporal (g) 16,6 £ 2,24 12,5+ 1,11 25 %
Muestra 7
Grasa subcutanea (g) 1,02 £ 0,15 0,85+0,22 17 %
Grasa gonadal (g) 3,24 £ 0,23 2,98 £ 0,28 8 %

Tal como se muestra en la tabla 1, el grupo de tratamiento con la muestra 1 tuvo un 6 % de reduccion en el peso
corporal promedio y un 20 % de reduccion en el aumento del peso corporal, en especial, un 7 % de reduccion en la
grasa subcutanea y un 5 % de reduccion en la grasa gonadal, en comparacion con los del grupo de control.

El grupo de tratamiento con la muestra 2 tuvo un 7 % de reduccién en el peso corporal promedio y un 21 % de
reduccion en el aumento del peso corporal, en especial, un 10 % de reduccion en la grasa subcutanea y un 6 % de
reduccion en la grasa gonadal, en comparacion con los del grupo de control.
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El grupo de tratamiento con la muestra 3 tuvo un 8 % de reduccién en el peso corporal promedio y un 27 % de
reduccion en el aumento del peso corporal, en especial, un 15 % de reduccion en la grasa subcutanea y un 7 % de
reduccion en la grasa gonadal, en comparacion con los del grupo de control.

Cuando se comparé la tasa de reduccion de la grasa subcutanea para el grupo de tratamiento con la muestra
comparativa, que comprendia extracto de Artemisia capillaris y extracto de Morus alba, habia mejorado el efecto
antiobesidad del grupo de tratamiento con las muestras 1y 2, que comprendia el extracto de Melissa.

Por otro lado, se demostré que la composicion que comprende extracto de Melissa, extracto de Artemisia y extracto
de Mori Folium tiene un efecto antiobesidad sobresaliente, que reduce la grasa corporal considerablemente.

En particular, cuando la muestra 3, con sus contenidos de principios activos restantes, se combina con ingredientes
alimenticios funcionales, tales como fibra dietaria, té verde, o ginseng, el efecto antiobesidad aumenta.

Con respecto a la reduccion de la grasa corporal (grasa subcutanea y grasa gonadal), sobre la base de la muestra 3,
hubo una reduccién del 135 % con la muestra 5, que contenia fibra dietaria, del 124 % con la muestra 6, que
contenia extracto de té verde y del 112 % en la muestra 7, que contenia extracto de ginseng en polvo, lo cual
demostré el incremento en los efectos antiobesidad.

Ademas, la figura 1 describe el cambio en el peso corporal para la administracion de la muestra 3 durante 35 dias,
donde el peso corporal se redujo en el grupo de tratamiento, en comparacion con el grupo de control.

Por tanto, podria verificarse que las composiciones de la presente invencién fueron eficaces para combatir la
obesidad, al reducir el peso corporal y en especial, la grasa corporal.

Ejemplo experimental 2. Efecto antiobesidad en ratones con obesidad inducida por la ingesta de alimentos ricos en
grasas

Los efectos antiobesidad de las presentes composiciones se observaron en ratones con obesidad inducida por la
ingesta de alimentos ricos en grasas.

Se usaron unos ratones macho de seis semanas de edad (raton C57BL/6J, Jackson Laboratory) para el
experimento, y Oriental Yeast, de Japdn, produjo una dieta de alto contenido de grasa (15 % [p/p] de grasa).
Después de unos pocos dias de periodo de ajuste, el grupo de control solamente recibié la dieta de alto contenido
de grasa, en tanto que los grupos de tratamiento recibieron la dieta de alto contenido de grasa suplementada con las
muestras 1-7, respectivamente, durante 16 semanas.

Los pesos corporales se midieron a diario, desde el dia de la administracion de la muestra, y se determind la ingesta
de alimentos estimando la cantidad de alimentos consumidos por los ratones durante todo el periodo de tratamiento.

Después de 16 semanas, se tomaron unas muestras, y los animales se sacrificaron por dislocacion cervical; se
recogieron los tejidos adiposos, se pesaron, se sometieron a congelamiento ultrarrapido en nitrogeno liquido y se
almacenaron a -80 C hasta su uso. Los resultados se describen en la tabla 2.

Tabla 2. Efecto antiobesidad en ratones con obesidad inducida por la ingesta de alimentos ricos en grasas (ratones
C57BL/6J)

Muestra Item Grupo de control Grupo de tratamiento Indice de
reduccién
Muestra comparativa Peso corporal (g) 32,2 £2,40 31,2+2,27 3%
Aumento de peso corporal (g) 11,1+ 2,65 10,1+ 2,58 10 %
Grasa subcutanea (g) 0,82+ 0,20 0,70+ 0,19 15 %
Grasa gonadal (g) 0,41+0,13 0,35+0,12 16 %
Muestra 1 Peso corporal (g) 32,2 £ 2,40 30,9 £2,07 4%
Aumento de peso corporal (g) 11,1+ 2,65 9,7+2,14 13%
Grasa subcutanea (g) 0,82 +0,20 0,66 £ 0,24 20 %
Grasa gonadal (g) 0,41+0,13 0,35+ 0,09 16 %
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Muestra 2 Peso corporal (g) 32,2 £ 2,40 30,9+1,95 4%
Aumento de peso corporal (g) 11,1+£2,65 9,7+2,53 13 %

Grasa subcutanea (g) 0,82+ 0,20 0,64 +0,18 22 %

Grasa gonadal (g) 0,41+0,13 0,33 £ 0,07 20 %

Muestra 3 Peso corporal (g) 32,2 +£2,40 30,4 +£1,91 6 %
Aumento de peso corporal (g) 11,1+£2,65 9,3+2,89 16 %

Grasa subcutanea (g) 0,82+ 0,20 0,62 0,12 24 %

Grasa gonadal (g) 0,41+0,13 0,30 + 0,06 27 %

Muestra 4 Peso corporal (g) 32,2 £2,40 30,6 £0,28 5%
Aumento de peso corporal (g) 11,1+ 2,65 9,7+£1,90 12%

Grasa subcutanea (g) 0,82 +0,20 0,66 £ 0,20 19 %

Grasa gonadal (g) 0,41 0,13 0,33 0,11 20 %

Muestra 5 Peso corporal (g) 32,2 £ 2,40 29,9+2,25 7%
Aumento de peso corporal (g) 11,1+£2,65 8,7+1,98 21 %

Grasa subcutanea (g) 0,82 +0,20 0,56 + 0,21 32 %

Grasa gonadal (g) 0,41 0,13 0,26 £+ 0,08 37 %

Muestra 6 Peso corporal (g) 32,2 £2,40 29,7 £ 2,68 7%
Aumento de peso corporal (g) 11,1+£2,65 9,0+£1,57 19 %

Grasa subcutanea (g) 0,82 +0,20 0,58 £ 0,19 29 %

Grasa gonadal (g) 0,41+0,13 0,27 £ 0,11 34 %

Muestra 7 Peso corporal (g) 32,2 £2,40 30,2 + 3,21 6 %
Aumento de peso corporal (g) 11,1+£2,65 9,2+2,43 17 %

Grasa subcutanea (g) 0,82 +0,20 0,6 +£0,12 27 %

Grasa gonadal (g) 0,41 0,13 0,3+0,11 27 %

El grupo de tratamiento con la muestra 1 tuvo un 4 % de reduccién en el peso corporal promedio y un 13 % de
reduccién en el aumento del peso corporal, y particularmente, un 20 % de reduccion en la grasa subcutanea y un 16
% en la grasa gonadal, en comparacién con el grupo de control.

El grupo de tratamiento con la muestra 2 tuvo un 4 % de reduccién en el peso corporal promedio y un 13 % de
reduccién en el aumento del peso corporal y, particularmente, un 22 % de reduccion en la grasa subcutanea y un 20
% en la grasa gonadal, en comparacién con el grupo de control.

El grupo de tratamiento con la muestra 3 tuvo un 6 % de reduccién en el peso corporal promedio y un 16 % de
reduccién en el aumento del peso corporal, y particularmente, un 24 % de reduccion en la grasa subcutanea y un 27
% en la grasa gonadal, en comparacién con el grupo de control.

Estos resultados demostraron que las composiciones de la presente invencién que contenian extracto de Melissa
claramente redujeron la grasa corporal, potenciando el efecto antiobesidad, en comparacion con el de la muestra
comparativa.

Con respecto a la reduccion de grasa corporal (grasa subcutanea y grasa gonadal), sobre la base de la muestra 3,
se logré un 132 % de reduccion con la muestra 5, que contiene fibra dietaria, un 123 % con la muestra 6, que
contiene extracto de té verde, y un 107 % con la muestra 7 que contiene extracto de ginseng en polvo, lo cual
demostré los mayores efectos antiobesidad, tal como se muestra en el ejemplo experimental 1.
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Por otra parte, la figura 2, que muestra los cambios en el peso corporal durante la administracion de la muestra 3
durante 16 semanas, demuestran que la tasa de incremento en el peso corporal del grupo de tratamiento es menor
que la del grupo de control.

En consecuencia, podria verificarse que las composiciones de la presente invencion fueron eficaces para combatir la
obesidad, al reducir el peso corporal y, en especial, grasa corporal.

Ejemplo experimental 3. Andlisis de sangre e histolégico

Con la administracion oral de las presentes composiciones, se analizaron los cambios en la sangre y en el tejido de
los ratones genéticamente obsesos.

En primer lugar, la muestra 3 se habia administrado a los ratones genéticamente obesos (ob/ob), durante 5
semanas, y se les extrajo sangre para medir los cambios en el nivel de colesterol en sangre.

Para el analisis histoldgico, se criodisecaron las grasas subcutaneas y se tifieron con tetroxido de osmio para medir
el tamafo y el numero de adipocitos. Los higados se fijaron en glutaraldehido del 4 % y se procesaron de una
manera rutinaria, para la seccion con parafina. Las secciones se cortaron y tifieron con tetréxido de osmio al 2 %.

3-1) Analisis del colesterol en sangre

El nivel de colesterol en sangre del grupo de tratamiento que habia recibido la muestra 3 fue de 128 + 15,2 mg/dl, en
tanto que el del grupo de control que recibié una solucién salina solamente (el vehiculo) fue de 140 + 17,6 mg/dl. En
consecuencia, se hallé que la presente composicion redujo el nivel del colesterol en un 9 %.

3-2) Analisis de la glucosa sanguinea

Tal como se muestra en la figura 3, el nivel de glucosa sanguinea del grupo de tratamiento que habia recibido la
muestra 3 fue de 244,4 + 115,2 mg/dl, en tanto que el del grupo de control fue de 362,1 + 129,7 mg/dl, lo que
demuestra que el nivel de glucosa sanguinea se redujo en un 33 % en el grupo de tratamiento.

Por tanto, se verificéd que la presente composicion redujo el nivel de colesterol en sangre y de glucosa sanguinea, lo
cual guarda relacion con la obesidad.

3-3) Analisis histoldgico de ratones obesos que recibieron la composicion de la presente

Los tamafos de los adipocitos subcutaneos del grupo de control y del grupo de tratamiento se analizaron después
de la tincion.

Tal como se muestra en la figura 4, los adipocitos de grupo de control se tornaron hipertréficos, en comparacion con
el grupo de tratamiento y los tamafios de los adipocitos se calcularon con un analizador de imagenes para averiguar
qué tamafos se habian reducido considerablemente, de 11,2+2,9a6,1 £ 1,5, en un 46 %.

Asimismo, el tamafio y el nimero de vacuolas negras de lipidos en el higado tefiidas con tetroxido de osmio se
redujeron sensiblemente en el grupo de tratamiento, en comparacion con el grupo de control, tal como se muestra
en la figura 5. El area de las vacuolas lipidicas se redujeron sensiblemente de 5,4 + 0,5 a 0,92 + 0,1, en un 83 %
(tabla 3), lo que verificéd que la muestra 3 elimind la acumulacién de grasa en el higado.

Tabla 3. Efecto de la muestra 3 sobre el tamario de adipocitos y las vacuolas lipidicas

Grupo de control Grupo de tratamiento Tasa de reduccion
Adipocitos (area, a.u.) 11,2+2,9 6,1+1,5 46 %
Vacuolas lipidicas (% de area) 54+05 0,92+0,1 83 %

En consecuencia, se admitié que la presente composicién tiene efectos antiobesidad para reducir el tamafo de los
adipocitos, y la acumulacion de lipidos en el higado.

Por tanto, la presente composicién puede aplicarse de manera util como una composicion antiobesidad para eliminar
el aumento del peso corporal y el incremento de la grasa corporal.

Ejemplo experimental 4. Ensayo clinico sobre el efecto antiobesidad de la presente composicion
Los efectos antiobesidad de la presente composicion se verificaron mediante el ensayo clinico.

4-1. Convocatoria de sujetos humanos y método de ensayo

12




10

15

20

25

30

ES 2 581 336 T3

Se convocaron publicamente sujetos humanos de 19 a 60 afios de edad, con un PIBW (Percent Ideal Body Weight,
peso corporal porcentual ideal) superior al 110 % u obesidad abdominal, con una circunferencia de cintura superior a
90 cm para los hombres y a 80 cm para las mujeres.

Todos los voluntarios que tuvieran antecedentes de enfermedades graves, presion arterial media/alta no controlada,
o enfermedad tiroidea, o que se encontraran actualmente en un curso de tratamiento por una enfermedad, o las
mujeres que estuvieran embarazadas, con intenciones de quedar embarazadas o en el periodo de lactancia, o toda
persona que hubiera recibido un diagndstico de diabetes y tratamiento de terapia farmacoldgica, o que estuviera
tomando un farmaco capaz de afectar su peso corporal (Xenical, Reductil, diuréticos, antidepresivos, represores del
apetito, etc.), los empleados de AngiolLab, Inc., los participantes de la investigacion y los estudiantes, asi como sus
conocidos, fueron excluidos.

En este estudio piloto, solo se incluyo el grupo de ensayo para evaluar el efecto antes y después de la intervencion,
sin el grupo de placebo. Un total de 25 sujetos participaron en el ensayo durante 12 semanas, y el resultado se
proceso con analisis estadistico (tabla 4).

Cada sujeto habia tomado dos capsulas que contenian 250 mg de la muestra 3, tres veces por dia, durante 12
semanas.

La relacion hombres:mujeres de aquellos que completaron el ensayo de 12 semanas fue de 3:22; la edad promedio
fue de 31,8 + 1,51 (19-47), el PIBW promedio fue de 133,3 + 3,17 %, el indice de masa corporal (IMC) promedio fue
de 28,4 + 0,67 kg/m2 (23,5-34,7), y la grasa corporal promedio fue 39,4 + 1,46 %. Ademas, los indices de fumadores
y bebedores actuales fueron del 20 % y del 72 %, respectivamente.

4-2. Cambios en los Parametros antropomeétricos y en la presion arterial

Tal como se muestra en la Tabla 4, cuando comenzé esta investigacion, el peso corporal medio era 75,2 + 2,11 kg y,
después de 12 semanas, se redujo a 74,0 + 2,18 kg (p<0,05), lo cual presentd significancia estadistica para la
reduccion tanto en el PIBW medio como en el IMC medio.

La grasa corporal se redujo de 39,4 + 1,46 % a 37,2 £+ 1,38 % (p<0,01) después de 12 semanas, en tanto que la
masa corporal magra aumenté de 45,3 + 1,40 kg a 46,2 + 1,40 kg (p<0,05), lo cual demuestra la considerable
mejoria de la composicion corporal (tabla 6).

La circunferencia de cintura media se redujo en cierta medida después de 12 semanas, y la circunferencia de cadera
se redujo sensiblemente (p<0,01). Ademas, la presion arterial diastolica media aumento dentro del intervalo normal
después de 12 semanas (p<0,01).

Tabla 4. Cambios de los parametros antropométricos y de la presion arterial antes y después de la administracion de
la presente composicion

Sujeto (n = 25)

Semana 0 Semana 12
Hombre/mujer 3/22
Edad (afio) 31,8+ 1,51
Estatura (cm) 162,8 + 1,31
Peso corporal (kg) 75,2 + 2,11 74,0 +2,18*
PIBW (%) 133,3+ 3,17 131,2 £ 3,40*
IMC (kg/m®) 28,4 + 0,67 27,9+0,72*
Grasa corporal (%) 39,4 +1,46 37,2 +1,38*
Masa corporal magra (kg) 45,3+ 1,40 46,2 + 1,40*
Circunferencia de cintura (cm) 91,4+1,73 90,0 +1,78
Circunferencia de cadera (cm) 104,9 + 1,44 103,6 + 1,47**
Relacioén cintura/cadera 0,87 + 0,01 0,86 + 0,01
Espesor del pliegue del triceps (mm) 26,1 +1,32 26,2 + 0,91
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Sujeto (n = 25)

Semana 0 Semana 12
Presion arterial sistélica (mmHg) 125,3 + 3,38 124,2 + 2,64
Presion arterial diastdlica (mmHg) 77,5+ 2,09 82,2 + 2,46™
Fumador actual (n (%)) 5 (20)
Tabaco (cigarrillos/dia) 7,70 £ 3,03
Bebedor actual (n (%)) 18 (72)
Ingesta de alcohol (g/dia) 8,82+2,72
Media * desvio estandar. *p<0,05. ** p<0.01, en comparacién con el valor de la semana 0

4-3. Cambios en las areas de la grasa y de los musculos, analizados por un tomagrafo.

Los cambios en las areas de la grasa y de los musculos en cuatro niveles diferentes del cuerpo antes y después de
la administracion de la presente composicion se analizaron por tomografia computarizada (TC).

Tal como se muestra en la tabla 5, la grasa en la parte superior del abdomen, explorada por TC en la primera
vértebra lumbar no demostré ningun cambio importante, pero la grasa en la parte inferior del abdomen explorada por
TC en la cuarta vértebra lumbar se redujo. El area de la grasa visceral disminuy6 sensiblemente, en un 9,5 %
(p<0,01), y la relacién de grasa visceral a grasa subcutanea se redujo de manera critica (p<0,01) (Figura 7, tabla 5).

Tabla 5. Cambios en las areas de la grasa y de los musculos en cuatro niveles diferentes del cuerpo

Sujeto (n = 25)
Semana 0 Semana 12
1.7 vértebra lumbar
(parte superior del abdomen)
Grasa total (cm?) 260,9 £ 13,1 256,6 + 12,2
Grasa visceral (cm‘) 99,4 + 6,54 98,7 + 5,59
Grasa subcutanea (sz) 161,5 + 9,66 157,9+9,43
(Relacion) grasa visceral/ grasa
subcutanea 0,65+ 0,05 0,67 £ 0,05
4.7 vértebra lumbar
(parte inferior del abdomen)
Grasa total (cm?) 313,0+ 11,7 301,6 + 13,4
Grasa visceral (cm‘) 81,5 +4,40 73,8 +4,72*
Grasa subcutanea (cm‘) 231,5+11,4 227,8+11,5
(Relacion) grasa visceral/ grasa
subcutanea 0,38 +0,03 0,33 £ 0,02**
Parte media del muslo
Grasa (cm?) 87,7 +4,83 85,2 + 4,64
Musculo (cm?) 113,8 + 3,36 115,5 + 3,81
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Sujeto (n = 25)
Semana 0 Semana 12
Pantorrilla
Grasa (cm?) 29,8+ 1,84 30,1 +2,00
Musculo (cm‘) 73,4 +2,84 72,9 + 3,31

Media * desvio estandar. ** p<0,01, en comparacién con el valor de la semana 0

4-4. Cambios en la concentracion de lipidos séricos, lipoproteina, glucosa plasmatica en ayunas e insulina

Tal como se muestra en la tabla 6, no hubo cambios en la concentracion de triglicéridos, colesterol total, colesterol
LDL y colesterol HDL, aunque la apolipoproteina B se redujo considerablemente (p<0,05).

Sin embargo, hubo una considerable reduccién en la relacion de colesterol total/colesterol HDL (p<0,05) y en la
relacion de colesterol LDL/colesterol HDL (p<0,05) (Tabla 6), lo cual demuestra una mejoria significativa en el indice
aterogénico (p<0,05).

Tabla 6. Cambios en las concentraciones séricas de los lipidos, apolipoproteina y nivel de glucosa en ayunas, antes
y después de la administracion de la presente composicion.

Sujeto (n = 25)
Semana 0 Semana 12
Triglicérido (mg/dl) 1249+ 11,0 119,2 + 10,7
Colesterol total (mg/dl) 203,3 + 6,97 197,1 + 6,36
Colesterol LDL (mg/dl) 126,7 + 6,29 119,7 + 5,99
Colesterol HDL (mg/dl) 51,6 +2,21 53,6 +2,38
Indice aterogénico1 3,10+ 0,21 2,82 +0,18*
Colesterol total/Colesterol HDL 4,10+ 0,21 3,82 +0,18*
Colesterol LDL /Colesterol HDL 2,57 £ 0,16 2,33 +0,15*
Apolipoproteina A1 (mg/dl) 146,7 + 4,24 142,1 + 3,93
Apolipoproteina B (mg/dl) 81,6 + 3,80 75,4 + 3,23*
AzUcar en sangre (mg/dl) 91,6 + 3,33 92,5 + 3,96
Insulina (ulU/ml) 12,4 +1,10 11,7 +1,30
Acido graso libre (uEQ/l) 499,7 + 27,8 431,6 +42,2
indice aterogénico ' = (Colesterol total - Colesterol HDL)/ Colesterol HDL
Media * desvio estandar. * p<0.05, en comparacion con el valor de la semana 0

4-5. Cambios en la concentracion de suero, GOT, GPT, BUN y creatinina, hemoglobina y trombocito

Las concentraciones de GOT y GTP, que son indices de la funcion hepatica, y las concentraciones de BUN vy
creatinina, que son indices de la funcion renal, estuvieron dentro del intervalo normal y no mostraron cambios
después de tomar la formulacion de esta invencion, tal como se muestra en la tabla 7.

Sin embargo, los niveles de glébulos rojos (p<0,05) y de glébulos blancos (p<0,001) aumentaron dentro del intervalo

normal después de 12 semanas. No hubo cambios observados en las concentraciones de hemoglobina y
hematocrito, y la cantidad de trombocitos. (Tabla 7).
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Tabla 7. Cambios de valores bioquimicos antes y después de la administracion de la presente composicion.

Sujeto (n = 25)
Semana 0 Semana 12
GOT (U/L) 19,3+ 0,99 21,5+1,34
GPT (U/L) 18,4 2,44 20,7 £ 2,57
BUN (mg/dl) 12,6 £ 01,52 11,7 £ 0,49
Creatinina (mg/dl) 0,52 +0,03 0,52 +0,03
Glébulos blancos (><105/pl) 4,92 +0,29 6,38 + 0,26***
Glébulos rojos (><10°/p|) 4,48 +0,14 473 +0,11*
Hemoglobina (g/dl) 13,2+ 0,47 13,7+ 0,38
Hematocrito (%) 38,7+1,38 40,0 £ 1,11
Trombocito (><105/pl) 306,0 £17,3 310,0+ 13,5
Media * desvio estandar. * p<0.05, *** p<0.001, en comparacioén con el
valor de la semana 0

4-6. Analisis de ingesta de alimentos y gasto de energia

La tabla 8 muestra que no hubo diferencias significativas entre los valores de la semana 0 y la semana 12 en cuanto
a la ingesta de alimentos, ingesta de nutrientes y gasto de energia.

Tabla 8. Ingesta caldrica y gasto total de energia por dia.

Sujeto (n = 25)

Semana 0 Semana 12
TEE' 2029,8 + 36,6 2012,9 + 38,2
TCI? 2352,3+43,9 2325,0+ 454
TEE/TCI 0,86 + 0,11 0,87 £0,12
Carbohidratos (% of TCI) 62,5+0,43 62,1+0,26
Proteinas (% de TCI) 17,2+ 0,33 16,9+ 0,27
Grasas (% de TCI) 20,6 £ 0,38 21,1 10,44
Colesterol (mg) 4258 +41,7 435,8 + 33,3

TEE' = (total energy expenditure, gasto total de energia).
TCI? = (total calorie intake, ingesta caldrica total).

Media * desvio estandar. No hubo cambios particulares entre los valores de
la semana 0 y los de la semana 12.

4-7. Cambios en la concentracion de LDL oxidado y perdxidos lipidicos.

No hubo cambios en la concentracion de LDL oxidado, MDA, que es el peroxido lipidico en sangre, y 8-epi-PGF2
que es el perdxido lipidico en orina, después de tomar la presente composicion (tabla 9).

Tabla 9. Cambios en la concentracion de LDL oxidado y peroxidos lipidicos
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Sujeto (n = 25)
Semana 0 Semana 12

Oxidacién de LDL

LDL oxidado (U/l) 37,2+1,99 36,5+2,17
Peroxidacion lipidica

MDA (nmol/mml) 3,15+0,29 2,92 +0,17

PGF2a (pg/mg de creatinina) 1391,2 + 145,8 1125,2 £ 180,9
Media * desvio estandar. No hubo cambios particulares entre los valores de
la semana 0 y los de la semana 12.

4-8. Estado de la respuesta anormal

No se observé una respuesta anormal con relacion a la ingesta de la muestra 3 en los 25 sujetos que participaron en
este ensayo clinico.

Aplicabilidad industrial

Tal como se ha descrito anteriormente, las presentes composiciones reducen el peso corporal y la grasa corporal.
Las presentes composiciones disminuyen el nivel de colesterol en sangre y el nivel de glucosa en sangre
relacionado con la obesidad.

Por otro lado, las presentes composiciones eliminan la hipertrofia de los adipocitos y la acumulacion de los lipidos en
el higado, mediante la reduccion del tamafio y del nUmero de vacuolas lipidicas.

En el ensayo clinico en seres humanos, las presentes composiciones demuestran que el peso corporal, el PIBW, la
grasa corporal, en especial, la grasa visceral, la concentracion de apolipoproteina B, la relacion de colesterol
total/colesterol HDL y la relacion de colesterol LDL /colesterol HDL se reducen sensiblemente, y que mejora el indice
aterogénico, ademas de incrementarse la masa muscular.

Por consiguiente, las presentes composiciones pueden aplicarse de manera util, como una composicion

antiobesidad para la reduccion del peso corporal y la eliminacion de la grasa abdominal, en particular, de la grasa
visceral.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicion antiobesidad que comprende extracto de Melissa officinalis, Morus alba y Artemisia capillaris
como principios activos, para usar en el tratamiento de la obesidad, en donde el extracto de Morus alba es extracto
proveniente de la hoja de Morus alba.

5 2. La composicion segun la reivindicacion 1, en donde la composicion comprende extracto de Melissa officinalis,
extracto de Artemisia capillaris y extracto de Morus alba en una relacién de 1-3: 0,1-1: 1-3 en peso seco.

3. La composiciéon segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en donde la composicion incluye al menos
uno de los siguientes: fibra dietaria, té verde o ginseng.

4. La composiciéon segun la reivindicacion 3, en donde la fibra es al menos una de las siguientes: cascarilla de

10 Psyllium, celulosa, hemicelulosa, celulosa cristalina, lignina, pectina, acido alginico, acido polimanurdnico, goma de
guar, goma arabiga, arabinogalactano, Konjak mannan, inulina, levan, polidextrosa, polidextrosa no digerible y
maltodextrina no digerible

5. La composicion segun la reivindicacion 1, en donde la composicion reduce la grasa corporal.

6. La composicion segun la reivindicacion 5, en donde la grasa corporal es la grasa visceral.
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Figura 1. La composicion redujo el peso corporal en ratones obesos
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Figura 2. La composicion redujo el peso corporal en ratones con obesidad inducida por la ingesta de
alimentos ricos en grasas
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Figura 3
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Figura 3. La composicion redujo el nivel de glucosa en sangre relacionado con la obesidad.

Figura 4

Figura 4. La composicion eliminé la hipertrofia de los adipocitos en ratones obesos.
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Figura 5. La composicion redujo la acumulacion de lipidos en el higado de los ratones obesos.
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Figura 6
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Figura 6. Cambio en la composicion del peso corporal antes y después de la administracion de la
composicion.

*p<0,05, **p<0,01 en comparacion con el valor de la semana 0
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Figura 7
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Figura 7. Cambios de las areas de grasa abdominal antes y después de la administracion de la composicion.

**p<0,01, en comparacioén con el valor de la semana 0.
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