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DESCRIPCION
Extracto de achicoria y método de preparacion

La presente invencion se refiere a un extracto de achicoria que permite el control del peso corporal o del aumento
del peso corporal, la reduccion o limitacién del aumento del almacenamiento de grasa, del higado graso, del nivel de
triglicéridos en el higado, de la hipertrigliceridemia, de la hiperglucemia, de la hiperinsulinemia, de la resistencia a la
insulina, de la pre-diabetes y/o del sindrome metabdlico.

Mas particularmente, el extracto puede exhibir una accién sobre el factor o factores de riesgo que puede tener un
impacto en la cirrosis grasa, enfermedad cardiovascular, complicaciones de la diabetes y/o diabetes. Entre estos
factores de riesgo, se puede citar el sobrepeso, en particular la obesidad, el aumento del almacenamiento de grasa,
del higado graso, del nivel de ftriglicéridos en el higado, de la hipertrigliceridemia, de la hiperglucemia, de la
hiperinsulinemia, de la resistencia a la insulina y/o de diferentes factores del sindrome metabdlico.

Antecedentes de la invencion

La sociedad moderna conduce cada vez mas al aumento de los factores de riesgo de enfermedades como la cirrosis
grasa, las enfermedades cardiovasculares, las complicaciones de la diabetes y/o la diabetes.

Los compuestos o composiciones conocidos que se pueden usar para tratar estas enfermedades y/o para limitar uno
o varios de sus factores de riesgo, en particular la reduccion del peso corporal, pueden ser insuficientes, demasiado
costosos y presentan efectos secundarios no deseados, tienen cualidades organolépticas insuficientes que pueden
cambiar el color, el sabor y/o el aspecto del alimento con el que se pretenden combinar, son dificiles de introducir en
el alimento, al menos con algunos tipos de alimentos, no son suficientemente estables, pueden presentar una baja
solubilidad, pueden no ser suficientemente versatiles, pueden derivar de una fuente no lo suficientemente estable y/o
abundante, o pueden provenir de un precursor o precursores que pueden tener otros usos.

Por otro lado, las dietas para regular el peso corporal a menudo tienen un éxito limitado. Las dietas bajas en
calorias, por ejemplo, pueden causar una pérdida temporal del peso corporal, pero no han demostrado su eficacia a
largo plazo en las personas que desean perder peso y mantener un peso definido.

Por lo tanto, la invencién pretende resolver todos o parte de los problemas citados anteriormente. El documento
US2005/0003026 describe polvo o extractos de hojas de plantas con efectos antiobesidad y alimentos antiobesidad
que comprenden dicho polvo o extractos.

Milala., J. et al, Pol. J. Food. Nutri. Sci., 2009, vol. 59, N.° 1, paginas 35 a 43 describe la composicion y propiedades
de los extractos de achicoria ricos en fructanos y polifenoles.

Jurgonski, A., et al., Food Technol. Biotechnol. 49, (1), paginas 40 a 47 describe la composicion de la raiz, piel,
semilla y extractos etandlicos de las hojas de achicoria y las propiedades biolégicas de sus fracciones que no son
inulina.

Mulinacci, N., et al., Chromatographia, 2001, 54, paginas 455 a 461 describe la optimizacion de las investigaciones
cromatograficas de los polifenoles presentes en las partes aéreas de Cichorium intybus. L.

Conforti, F et al., Food Chemistry, vol. 112, N.° 3, 2009, paginas 587 a 594 describe la actividad protectora de las
plantas mediterraneas contra el dafio oxidativo.

Innocenti, M., et al., J. Agric. Food Chem. 2005, 53, paginas 6497 a 6502 describe la evaluacion de los componentes
fendlicos de las partes aéreas de diferentes variedades de Cichorium intybus L.

Descripcion general de la invencion

Segun un aspecto, la invencion tiene por objeto un extracto de una planta del género Cichorium que comprende
derivados fendlicos, incluidos los tres principales derivados de acidos fendlicos identificados como acido chicérico,
acido caftarico y acido clorogénico e incluyendo flavonoides de quercetina y luteolina de acuerdo con la
reivindicacion 1.

La invencion puede mostrar todas o parte de las siguientes ventajas:

— coste muy bajo, ademas puede valorar una parte de una planta que no se usa hasta ahora, en particular las
hojas, pero que se recolecta facilmente,

— potente efecto bioldgico,

— calidad alimentaria del extracto, lo que conlleva la posibilidad de un uso como agente preventivo (ya que tiene
poca o ninguna toxicidad), y/o

— facilidad para obtener un agente activo.

Otras ventajas se mostraran en la siguiente descripcion.

El extracto puede estar destinado a permitir la reduccién o el control del peso corporal o la limitacién del aumento de
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peso corporal, la reduccion o la limitacion del aumento del almacenamiento de grasa, del higado graso, del nivel de
triglicéridos en el higado, de la hipertrigliceridemia, de la hiperglucemia, de la hiperinsulinemia, de la resistencia a la
insulina, de la pre-diabetes y/o del sindrome metabdlico.

El extracto se puede usar en un tratamiento curativo o profilactico del control del peso corporal y/o del aumento de
peso y/o del aumento del almacenamiento de grasa y/o del higado graso y/o del alto nivel de triglicéridos en el
higado, de la prediabetes y/o de la hipertrigliceridemia, y/o de la hiperglucemia, y/o de la hiperinsulinemia, y/o de la
resistencia a la insulina, y/o del sindrome metabdlico.

Breve descripcion de las figuras:

La Figura 1 muestra cromatogramas de HPLC de extractos de plantas hidroalcohdlicos a 280 nm

La Figura 2 muestra el efecto de extractos de achicoria de la invencién sobre la glucosa en sangre en ratones
obesos prediabéticos.

La Figura 3 presenta el efecto de extractos de achicoria de la invenciéon sobre la insulina en la sangre y la
resistencia a la insulina en ratones obesos prediabéticos.

La Figura 4 muestra el efecto de extractos de achicoria de la invencion sobre el peso corporal y el
almacenamiento de grasa en ratones obesos prediabéticos.

La Figura 5 presenta el efecto de extractos de achicoria de la invencion sobre el higado graso o la esteatosis
hepatica en ratones obesos prediabéticos.

La Figura 6 muestra el efecto de la dosis de los extractos de achicoria de la invencion sobre la glucosa en
sangre en ratones obesos prediabéticos.

La Figura 7 muestra el efecto de un extracto de achicoria bajo en acido chicérico, y de un extracto de achicoria
de la invencion sobre el nivel de glucosa en sangre en ratones obesos prediabéticos.

La Figura 8 muestra el efecto del acido chicorico purificado sobre el nivel de glucosa en sangre en ratones
obesos prediabéticos.

La Figura 9 muestra el efecto de un extracto de hoja de Echinacea y de un extracto de achicoria de la invencion
sobre el nivel de glucosa en sangre en ratones obesos prediabéticos.

La Figura 10 muestra el efecto de un extracto de hoja de Echinacea y de un extracto de achicoria de la invencion
sobre la insulina en sangre y la resistencia a la insulina en ratones obesos prediabéticos.

Descripcion detallada de la invencién

El extracto de una planta del género Cichorium de la invencion puede proceder de las siguientes especies, y
mezclas de las mismas:

— Cichorium intybus L.,

— Cichorium intybus var. foliosum

— Cichorium intybus var. sativum

— Cichorium intybus ssp. intybus var. sativum'y
— Cichorium endivia L.

La planta del género Cichorium se elige preferentemente entre las plantas de la especie Cichorium intybus,
particularmente la variedad sativum y la especie Cichorium endivia y sus mezclas.

El extracto se obtiene de la parte aérea de la planta, y mas particularmente de las hojas. Asi, el extracto puede ser
ventajosamente un extracto de la hoja.

Las expresiones “peso de un extracto de una planta del género Cichorium” o “peso del extracto” en el sentido de la
invencion significa el peso seco del extracto de una planta del género Cichorium o el peso seco del extracto.

El extracto de una planta del género Cichorium de acuerdo con la invencion comprende acidos fendlicos y
flavonoides. Los acidos fendlicos comprenden los tres acidos fendlicos principales identificados como acido
chicorico, acido caftarico y acido clorogénico. Los flavonoides son flavonoides de quercetina y luteolina en particular
quercetina 3-O-glucurénido, isoquercitrina y luteolina 7-O-glucuronido.

La cantidad de acido chicérico en el extracto es mayor o igual a 30 g/kg de extracto, y aun mas particularmente de
mas o igual a 45 g/kg de extracto. En realizaciones particulares, la cantidad de acido chicérico en el extracto puede
ser de aproximadamente 65 a 70 g/kg, dependiendo principalmente de la achicoria que se usa para preparar el
extracto. En general, la cantidad de acido chicodrico en el extracto oscilara entre 45 y 55 g/kg.

La cantidad de acido caftarico en el extracto es ventajosamente mayor o igual a 2,5 g/kg de extracto, mas
particularmente mayor o igual a 4 g/kg de extracto, y aun mas particularmente mayor o igual a 5 g/kg de extracto. En
realizaciones particulares, la cantidad de acido caftarico en el extracto puede ser de hasta aproximadamente 10
g/kg, dependiendo principalmente de la achicoria que se usa para preparar el extracto. En general, la cantidad de
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acido caftarico en el extracto oscilara entre 5 y 6 g/kg.

La cantidad de acido clorogénico en el extracto es ventajosamente mayor o igual a 1 g/kg de extracto, mas
particularmente de mas o igual a 1,5 g/kg de extracto, y ain mas particularmente de mas o igual a 2 g/kg de
extracto. En realizaciones particulares, la cantidad de acido clorogénico en el extracto puede ser de hasta
aproximadamente 10 g/kg, dependiendo principalmente de la achicoria que se usa para preparar el extracto. En
general, la cantidad de acido clorogénico en el extracto oscilara entre 5y 6 g/kg.

El extracto puede comprender una cantidad de acido caftarico mas acido chicérico de mas o igual a 30 g/kg de
extracto, mas particularmente de mas o igual a 40 g/kg de extracto, y aun mas particularmente de mas o igual a 50
g/Kg de extracto, preferiblemente de 50 a 60 g/kg.

La relacion en peso acido chicérico/acido caftarico puede variar de 2 a 20, en particular de 3 a 15, mas
particularmente de 4 a 14, y aun mas particularmente de 6 a 12, ventajosamente de 7 a 11.

La relacién en peso acido chicérico + acido caftarico/acido clorogénico puede variar de 5 a 60, en particular de 6 a
40, mas particularmente de 7 a 50, y ain mas particularmente de 8 a 20, ventajosamente de 9 a 19.

La cantidad de flavonoides en el extracto, expresada en términos del correspondiente patron de quercetina, es
ventajosamente mayor o igual a 4,5 g/kg de extracto, mas particularmente mayor o igual a 5 g/kg de extracto, y aun
mas particularmente de mas o igual a 6,5 g/kg de extracto, preferiblemente de 6,5 a 10 g/kg.

La cantidad de flavonoides se puede determinar utilizando quercetina como patrén, en funcién de su espectro UV.
En otras palabras, la cantidad de flavonoides es el peso de los flavonoides, en particular la quercetina, expresada en
términos del patrén correspondiente de quercetina.

El extracto comprende ventajosamente un contenido fendlico total que varia de 3 a 10 % en peso del contenido
fendlico total equivalente al acido galico.

El contenido fendlico total en el extracto se puede determinar de acuerdo con el método que usa el reactivo de Folin-
Ciocalteu y/o también mediante HPLC de fase inversa.

El método de preparacion del extracto segun la invencion a partir de la materia prima del género Cichorium debe
seguir un proceso adaptado para dar como resultado un extracto activo que comprende los derivados de acidos
fendlicos y los derivados de flavonoides como se definié anteriormente y en los ejemplos.

En particular, el método debe tener en cuenta la estabilidad de los derivados de acidos fendlicos y los derivados de
flavonoides. La purificaciéon del extracto debe realizarse teniendo en cuenta la sensibilidad de los derivados fenodlicos
a ciertos reactivos como las polifenoles oxidasas, ya que los derivados de acidos fendlicos y los derivados de
flavonoides son sensibles a dichas enzimas. El experto en la materia identificara los componentes que deben
evitarse en el proceso de extraccion y purificacion, basandose en sus propias habilidades y conocimientos y en la
divulgacion de las realizaciones especificas de la invencion.

El extracto de acuerdo con la invencién es un extracto hidroetandlico. El extracto puede ser en particular el extracto
obtenido u obtenible a través del método divulgado en esta descripcion.

La invencién también se refiere a un extracto de una planta del género Cichorium, tal como se divulga en la
reivindicacion 1 y opcionalmente un vehiculo.

El vehiculo puede ser particularmente un vehiculo comestible usado habitualmente para la preparacion de
composiciones farmacéuticas, composiciones nutracéuticas y suplementos alimenticios o dietéticos. El vehiculo
puede comprender uno o mas agentes saborizantes.

La invencion también se refiere a un método para preparar un extracto de una planta del género Cichorium como se
define en la reivindicacion 1, proceso de extraccion que comprende:

a) poner en contacto la planta o plantas del género Cichorium trituradas con un disolvente de extraccion,

b) filtrar los sélidos y recoger el extracto de disolvente,

c) opcionalmente lavar los sélidos agitando con un disolvente de extraccion,

d) opcionalmente filtrar los sélidos y recoger el extracto de disolvente,

e) combinar los extractos de disolvente y eliminar los residuos no solubles,

f) concentrar los disolventes,

g) enriquecer opcionalmente los compuestos fendlicos que comprenden el extracto, en particular mediante
precipitacion con alcohol de grado alimenticio,

h) filtrar y evaporar el filtrado, y

i) recuperar el extracto seco, en el que el disolvente de extracciéon comprende etanol/agua en un intervalo de
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60/40 a 40/60 v/v.

El proceso de extraccion de la invencion se lleva a cabo con las partes aéreas de las plantas, y mas preferiblemente
con las hojas.

La planta del género Cichorium se usa seca o fresca y se escalda en la etapa a.

La extraccion en la etapa a se realiza ventajosamente a una temperatura superior a 25 °C, particularmente superior
a 35 °C, mas particularmente superior o igual a 50 °C.

En particular, la extraccion en la etapa a se realiza ventajosamente a una temperatura por encima de 25 °C, mas
particularmente por encima de 35 °C, y ain mas particularmente de aproximadamente 50 °C.

Ventajosamente, la extraccion en la etapa a se realiza ventajosamente a una temperatura entre 25 °C y 70 °C,
preferiblemente entre 40 °C y 60 °C.

El disolvente de extraccion es agua/etanol en un intervalo de 60/40 a 40/60, y aun mas particularmente de alrededor
de 50/50.

El porcentaje de alcohol, y en particular etanol, utilizado para la extraccion puede tener un impacto en el rendimiento
y la composicién de los compuestos biolégicamente activos.

La extraccion se puede realizar por lotes o de manera continua, o por usos sucesivos de un mismo disolvente de
extraccion en lotes sucesivos para obtener la saturacién del disolvente con el extracto. Para la extraccion por lotes,
el experto en la materia definira la proporcion en peso adecuada de partes solidas/disolventes de la planta,
optimizada para un proceso industrial. La relacion disolvente/sélido puede variar de 2 a 20, en particularde 5a 15y
mas particularmente alrededor de 10 veces el peso de los sélidos. La extraccion se puede hacer una o varias veces,
en particular de 2 a 4 veces.

Las relaciones bajas se pueden utilizar en procesos de extraccion por lotes continuos o sucesivos.

El método de la invencién se puede realizar a una temperatura que oscila de 25 a 70 °C, en particular de 40 a 60 °C,
y mas particularmente alrededor de 50 °C.

La extraccion puede durar de 1 a 5 horas, en particular alrededor de 2 horas, bajo agitacion, por ejemplo agitacion
mecanica o magnética.

Los solidos restantes pueden ser filtrados, en particular a través de una bolsa de filtro.

Segun la invencion, se pueden combinar varios extractos para formar un Unico extracto.

Los sdlidos humedos se pueden extraer en otro momento agitando con un disolvente, en particular una mezcla
hidroalcohdlica, con un volumen de 1 a 100 veces el peso de los sdlidos secos, y agitando durante
aproximadamente 10 a 120 minutos mas.

Los sdlidos se recogen y los extractos se pueden combinar.

Las diferentes soluciones de extraccion se pueden combinar y dejar en decantacion, filtrarlas a través de papel de
filtro o centrifugar para eliminar residuos no solubles.

Los sobrenadantes transparentes obtenidos se pueden concentrar hasta aproximadamente 5 % a 20 % de su
volumen inicial, por ejemplo, usando un concentrador, y luego se pueden tratar con alcohol de grado alimenticio, en
particular etanol, en una proporcidon definida, por ejemplo, un minimo de 2 veces el volumen concentrado, para
eliminar cualquier precipitado formado. Esta etapa puede permitir eliminar la totalidad o partes de compuestos no
deseados, como polisacaridos o proteinas solubles en agua.

Se puede obtener un extracto en polvo secando los extractos concentrados, por ejemplo, utilizando un secador por
pulverizacién, un horno a 50-80 °C, o un secador por vacio.

El extracto seco se pesa (g) y el rendimiento de la extraccion se calcula mediante la formula:
% Rendimiento seco = (peso del extracto seco/peso de la planta seca) x 100

% Rendimiento fresco = (peso del extracto seco/peso del material vegetal en crudo fresco) x 100
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Mas particularmente, el extracto de la planta se puede obtener mediante el proceso que comprende las siguientes
etapas:

a) poner en contacto la planta o plantas trituradas y prensadas con 2 a 20 veces, en particular alrededor de 10
veces, su peso con etanol-agua que comprende al menos el 40 % en volumen de etanol, y mas particularmente
una mezcla de etanol-agua que tiene una relacion de volumen 1/1 y agitar, por ejemplo, durante 2 horas, en
particular a una temperatura superior a 25 °C, mas particularmente superior a 35 °C, y aun mas particularmente
de alrededor de 50 °C,

b) filtrar los sélidos y recoger el extracto de disolvente,

c) lavar los solidos humedos agitando con un disolvente de extraccion, en particular con un volumen
correspondiente a 1 a 100 veces el peso de los sélidos secos, por ejemplo, durante aproximadamente 15 a 120
minutos, particularmente durante 15 a 30 minutos,

d) filtrar los soélidos y recoger el extracto de disolvente,

e) combinar las soluciones de extraccion y decantarlas o filtrarlas para eliminar los residuos no solubles,

f) concentrar los disolventes y enriquecer el extracto precipitando en etanol,

g) concentrar el filirado a presion reducida y

h) secar, por ejemplo, en un horno a 50-80 °C al vacio, por ejemplo con secado por pulverizacion al vacio, o el
concentrado puede congelarse para liofilizacion, y

i) recuperar el extracto seco.

En general, el rendimiento de extraccion oscila entre 1,5y 3,5 % en peso de extracto en comparacién con el peso
total de la torta recién triturada. El rendimiento varia de 12 a 17 % cuando se usan hojas secas.

El extracto de la planta se puede preparar a escala comercial repitiendo el proceso de extraccion que lleva al
aislamiento del extracto de interés.

Por lo tanto, el procedimiento de extracciéon a pequefia escala se puede ampliar, con etapas adicionales opcionales
de control de calidad incluidas para garantizar resultados reproducibles para los extractos resultantes.

Se pueden emplear varios procesos de extraccion. En general, el extracto se obtiene poniendo en contacto la planta
o plantas sdlidas con el disolvente hidroetandlico con una mezcla adecuada y durante un periodo de tiempo
suficiente para asegurar la exposicion adecuada del material vegetal sélido al disolvente, de modo que las moléculas
bioldgicamente activas presentes en el material vegetal puedan ser absorbidas por el disolvente.

El proceso de extraccién con disolvente puede seleccionarse de tipos de extraccion directa y continua
(contracorriente) a temperatura ambiente o a una temperatura mas alta con disolventes polares y/o no polares. El
contacto adecuado del disolvente con el material vegetal puede fomentarse agitando la suspensién. La fraccion
liquida se separa a continuacion de la materia soélida (insoluble), lo que da como resultado la generacion de dos
fracciones: una fraccion liquida, que es el extracto potencial, y una fraccion sodlida. La separacion de las fracciones
liquidas y solidas se puede lograr mediante uno o mas procesos estandar conocidos por los expertos en la materia.

La invencién también se refiere a un extracto susceptible de ser obtenido u obtenible por el proceso de la invencion,
comprendiendo dicho extracto acidos fendlicos y flavonoides como se define en las reivindicaciones adjuntas.

Ejemplos
Ejemplo 1: Preparacion del extracto de Cichorium intybus L
Materiales y métodos

Antes de la extraccion se cortan en trozos pequefios (5-8 mm) las partes aéreas secas (100 g) de Cichorium intybus
L.

Proceso de extraccion
La planta se extrae con aproximadamente 1000 ml de un 50 % de etanol/agua (V/V) durante 2 horas a 50 °C, con
agitacion mecanica. Al final del periodo de extraccion, los soélidos se filtran a través de una bolsa de filtro (PE-100) u

otro material de filtracion similar.

Los solidos humedos se extraen una vez mas agitando con otros 3 volimenes de etanol al 50 % durante
aproximadamente 15 a 30 minutos mas.

Los solidos se filtran de nuevo y los extractos obtenidos se combinan y se obtienen 980 ml del extracto liquido, se
dejan decantar y se filtran a través de papel de filtro o se centrifugan para eliminar los residuos no solubles.

La solucién de extraccion se concentro a presion reducida hasta un 5-20 % de su volumen inicial y a continuacion se
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enriquecié precipitando en etanol de grado alimenticio. El filtrado se concentra de nuevo y se deja hasta que se
seca. El extracto seco se recupera.

Los cromatogramas de HPLC de los extractos de las plantas a 280 nm del Ejemplo 1 se muestran en la Figura 1
como Cromatograma |, en el que A se refiere a acido caftarico, B a acido clorogénico, C a acido chicérico, D a
quercetina 3-O-glucurénido e isoquercitrina y E a luteolina 7-O-glucurénido. Ademas, la composicion del extracto se
muestra en la Tabla 1 a continuacion.

Ejemplo 2: Preparacion de los extractos de Cichorium intybus ssp. intybus var. sativum

Se siguid el mismo procedimiento que en el Ejemplo 1, excepto que se utilizaron partes aéreas frescas de Cichorium
intybus ssp. intybus var. sativum y se blanquearon antes de la etapa de corte.

Los cromatogramas de HPLC de los extractos de plantas a 280 nm del Ejemplo 2 se muestran en la Figura 1 como
Cromatograma Il en el que A se refiere a acido caftarico, B a acido clorogénico C a acido chicérico, D a quercetina 3-
O-glucurénido e isoquercitrina, y E a luteolina 7-O-glucurénido. Ademas, la composicion del extracto se muestra en
la Tabla 1 a continuacion.

Ejemplo 3: composicion de los extractos de los ejemplos 1y 2
Métodos analiticos

Los extractos de los ejemplos 1 y 2 comprendian entre 3 y 7 % en peso de contenido fendlico total equivalente al
acido galico, utilizando el método de Folin-Ciocalteu. Caracterizacion y cuantificacion del contenido de polifenoles
por HPLC:

- Andlisis de HPLC-DAD:

La HPLC analitica (Dionex) se configura segun necesidad. En esta invencion, la fase movil utilizada fue acido
férmico 0,1 % en 1000 ml de agua de alta pureza (disolvente A) y acetonitrilo (disolvente B), utilizando el siguiente
gradiente en un tiempo de analisis total de 96 minutos con un caudal de 0,8 ml/min. Los puntos de gradiente fueron
para el tiempo 0,0 minutos - 95 % A y 5 % B; para el tiempo 10 minutos - 90 % A y 10 % B; gradiente isocratico
durante 10 minutos y de 20 minutos a 40 minutos, el gradiente vario linealmente de 10 % a 20 % de B; de nuevo se
mantuvo isocratico durante 10 minutos; de 50 minutos a 65 minutos, el gradiente vario linealmente de 20 % a 30 %
de B y 50 % durante los siguientes 10 minutos; de 75 minutos a 76 minutos, el gradiente varié linealmente de 50 % a
100 % de B y se mantuvo isocratico durante 10 minutos. De 85 minutos a 86 minutos se volvié a las condiciones
originales de 95 % de Ay 5 % de B y se mantuvo isocratico durante 10 minutos. Los compuestos fendlicos en el
eluyente se detectaron con un conjunto de diodos UV a 280 nm utilizando una columna C-18 de fase inversa (250 X
4,6 mm ID x 5 pm; ACE). Las cantidades de acidos fendlicos en los extractos se determinaron utilizando curvas de
calibracion de: acido caftarico, acido clorogénico, acido chicdrico y las cantidades de flavonoides en los extractos se
determinaron utilizando curvas de calibracién de quercetina.

- Andlisis de HPLC-DAD/ESI-MS:

El analisis de HPLC/MS del extracto se realizd utilizando HPLC (Thermo Finnigan Surveyor), conectada a un
espectrometro de trampa de iones LCQ equipado con una interfaz de electronebulizacion (Thermo Finnigan, LCQ
Advantage max). El programa de elucién fue el mismo que el anterior, y el experimento se realizé en modo negativo
y positivo. Los espectros se escanearon en un intervalo de masa de m/z 80-2000.

Tabla 1
Extractos de Derivados de acidos fenolicos Contenido de Contenido total
plantas Acido caftarico Acido Acido chicérico ﬂdenvac};s de pollftlan'oles
(A) clorogénico (B) (€) avonoides (g de &cido
extracto) extracto) extracto) (g de extracto)
quercetina/kg de
extracto )
Ej. 1 501g 6,59 54,52 g 6,97 g 69 g
Ej. 2 5979 2,799 46,82 g 9,919 54 g

Composicion cuantitativa de los extractos de los Ejemplos 1y 2 por HPLC a 280 nm
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Ejemplo 4: Efecto del extracto de hoja de achicoria (CLE) sobre la glucosa en sangre (glucemia), insulina en
sangre (insulinemia), resistencia a la insulina, peso corporal, almacenamiento de grasa e higado graso

Materiales y métodos

Se usaron para el experimento ratones C57BL/6NCrl de cinco semanas de edad (Charles River Laboratories,
Francia) que pesaban alrededor de 20 g. Después de 8 dias de aclimatacion, los ratones se asignaron al azar a los
diferentes grupos experimentales (9 animales por grupo) de acuerdo con su glucemia en ayunas.

En el dia 0, un grupo se mantuvo con una dieta normal (23 % de las calorias procedian de las proteinas, 66 % de los
carbohidratos y el 11 % de la grasa) y los otros se sometieron a una dieta rica en grasas (el 17 % de las calorias
procedian de las proteinas, el 28 % de hidratos de carbono, y el 55 % de la grasa). Los ratones tenian acceso ad
libitum a la comida y al agua. Las formulaciones de dosificacion se administraron por sonda oral cada mafana entre
las 9 hylas 10 h desde el dia 1 hasta el dia 56. El volumen de la dosis fue de 10 ml/kg de peso corporal. El volumen
real administrado se calculd y ajusté en funcién del peso corporal mas reciente de cada animal. Las condiciones
ensayadas fueron las siguientes:

e Control normal: los ratones fueron alimentados con una dieta normal y se les administré agua una vez al dia.

e Control con alto contenido de grasa: los ratones fueron alimentados con una dieta rica en grasas y se les
administré agua una vez al dia.

e CLE 400 mg/kg: los ratones fueron alimentados con una dieta rica en grasas y se les administré extracto de hoja
de achicoria (CLE) una vez al dia en una dosis de 400 mg/kg de peso corporal.

El efecto del CLE sobre la glucemia se muestra en la Figura 2, sobre la insulina y la resistencia a la insulina en la
Figura 3, sobre el peso corporal y el almacenamiento de grasa en la Figura 4, y sobre el higado graso en la Figura 5.

Los pesos corporales de los ratones se registraron a la llegada y luego 3 veces a la semana (los lunes, miércoles y
viernes).

Los niveles de glucosa en sangre en ayunas se midieron el dia de la aleatorizacién (dia 0) y en los dias 7, 14, 21,
28, 35, 42,49 y 56 entre las 13h 00 y las 14h 00 en animales en ayunas durante 4 horas. Se tomaron muestras de
sangre completa (una gota) a través de la vena de la cola para la determinacidon de la glucosa utilizando un
glucémetro de mano (OneTouch Ultra 2, LifeScan).

Al final del estudio, después de un ayuno de 4 horas, los animales se anestesiaron con una inyeccion intraperitoneal
de 0,1 ml de pentobarbital sédico. Se extrajo una muestra de sangre terminal mediante puncién cardiaca utilizando
heparina como anticoagulante. Esta muestra de sangre terminal conduce a la muerte de los animales. Las muestras
de sangre se colocaron a 4 °C, se centrifugaron en los 30 minutos posteriores a la recoleccion; el plasma se recogio
y se congelo a la espera del analisis de insulina. Se extrajo grasa de la almohadilla del epididimo (grasa abdominal)
y del higado para determinar sus pesos.

Los niveles de insulina en plasma en ayunas se midieron utilizando un kit ELISA (Mercodia, Suecia). A continuacion,
se calcularon los indices de resistencia a la insulina (HOMA-IR) utilizando la férmula: HOMA-IR = insulina en ayunas
(mU/1) x glucosa en ayunas (mmol/l) /22,5.

Este protocolo fue aprobado por el Comité Regional de Etica (Montpellier, Francia).

Resultados

Glucosa en sangre (Figura 2)

Después de una semana de dietas (dia 7), la glucemia en ayunas de los ratones sometidos a una dieta rica en
grasas fue significativamente mayor (168 + 5,7 mg/dl) que la de los ratones sometidos a una dieta normal (121 £ 5,9

mg/dl). A partir de entonces, esta diferencia se mantuvo practicamente constante durante todo el estudio.

El extracto de hoja de achicoria redujo la glucemia de los ratones prediabéticos. Al final del estudio (dia 56), la
glucemia se redujo en un 58 %. Este efecto es claramente significativo en los dias 14, 28, 35, 42, 49 y 56.

Insulina en sangre y resistencia a la insulina (Figura 3)

La insulinemia en ayunas también aumenté significativamente con la dieta rica en grasas, alcanzando 4,70 + 0,43
ng/ml en comparacion con 1,53 + 0,37 ng/ml para ratones sometidos a dieta normal. En consonancia con estos
aumentos en la glucemia y la insulinemia en ayunas inducidas por una dieta rica en grasas, el indice de resistencia a
la insulina (HOMA-IR) se multiplicé por 5, lo que demuestra que estos animales son muy resistentes a la insulina.

Al final del periodo de tratamiento (Dia 56), el CLE redujo significativamente el nivel de insulina en la sangre en
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ayunas inducido por la dieta rica en grasas (p <0,05). La insulinemia alcanz6 3,31 + 0,40 ng/ml para los ratones
tratados con CLE. Por lo tanto, de acuerdo con el indice de resistencia a la insulina HOMA-IR, el CLE redujo en un
58 % la resistencia a la insulina inducida por la dieta rica en grasas en ratones prediabéticos (p <0,01).

Peso corporal y peso de la grasa abdominal (Figura 4)

Los ratones sometidos a una dieta rica en grasas ganaron mucho mas peso que aquellos que recibieron una dieta
normal. Al final del estudio, después de 8 semanas de dieta, los ratones con dieta rica en grasas ganaron 2,5 veces
mas peso que los ratones de control con dieta regular. Alcanzaron 36,8 + 1,3 g, mientras que los ratones con dieta
normal alcanzaron 26,3 + 0,5 g.

Este aumento del peso corporal inducido por la dieta se debe principalmente al almacenamiento de la energia en
forma de grasa abdominal. De hecho, los pesos de grasa en el epididimo (abdominal) de ratones con dieta rica en
grasas se multiplicaron por 3,5 durante el estudio en comparacion con los de los ratones con dieta normal: 1,80 +
0,11y 0,51 + 0,03 g para dieta rica en grasas y normal, respectivamente. Se reconoce que la grasa perivisceral esta
asociada o es un factor de riesgo importante de resistencia a la insulina y sindrome metabdlico.

El CLE a la dosis de 400 mg/kg de peso corporal redujo el aumento de peso corporal inducido por una dieta rica en
grasas. Este efecto es significativo desde el Dia 4 del tratamiento y dura todo el estudio (p <0,01 desde el Dia 6). Al
final del estudio, los ratones con dieta rica en grasas tratados con CLE ganaron 10,1 + 0,8 g, mientras que los
ratones con dieta rica en grasas tratados con agua ganaron 15,4 + 1,3 g y los ratones con dieta normal tratados con
agua ganaron 6,1 + 0,4 g.

Esta reduccion se debe al menos en parte a una reduccion del almacenamiento de grasa en la grasa abdominal. El
CLE redujo en un 33 % el almacenamiento de grasa en la grasa del epididimo en ratones sometidos a una dieta rica
en grasas (p <0,05). El peso de la grasa del epididimo de los ratones tratados con CLE fue de 1,38 + 0,15 g, en
comparacion con 1,80 + 0,11y 0,51 + 0,03 g para los ratones control de dieta rica en grasas y los ratones control de
dieta normal, respectivamente.

Peso del higado (Figura 5)

La dieta con un contenido alto en grasas indujo el almacenamiento de grasa en el higado: lo que se llama higado
graso o esteatosis hepatica. El color del higado se volvié blanco en lugar de rojo en los ratones con dieta normal y
su peso aumentd en un 35 %: 1,38 + 0,10 g para una dieta rica en grasas frente a 1,02 + 0,03 g para una dieta
normal.

El CLE casi normaliz6 el higado graso que se redujo en un 83 % (p <0,01).

Conclusiones

La dieta rica en grasas induce un fenotipo claro de sindrome metabdlico en ratones C57BL/6 con un aumento
significativo en el aumento de peso corporal, almacenamiento de grasa abdominal, higado graso, glucemia en

ayunas, insulinemia y resistencia a la insulina.

El extracto de hoja de achicoria a la dosis de 400 mg/kg de peso corporal redujo notablemente los defectos
inducidos por el consumo crénico de la dieta rica en grasas en ratones. Estos comprenden:

— Reduccion de la glucemia en ayunas.

— Reduccién de la insulinemia en ayunas.

— Reduccion de la resistencia a la insulina.

— Reduccién del aumento de peso corporal.

— Reduccién del almacenamiento de grasa abdominal.
— Reduccioén de la esteatosis hepatica.

Por lo tanto, se muestra que el extracto de hoja de achicoria es un buen ingrediente para una buena salud para
tratar uno o varios sindromes metabdlicos y defectos relacionados.

Ejemplo 5: Efecto de la dosis de extractos de hojas de achicoria (CLE) sobre la glucosa en sangre (glucemia)
Materiales y métodos
El protocolo fue el mismo que para el Ejemplo 4.

Las condiciones ensayadas fueron las siguientes:
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— Control normal: los ratones fueron alimentados con una dieta normal y se les administré agua una vez al dia.

— Control de alto contenido en grasas: los ratones fueron alimentados con una dieta rica en grasas y se les
administré agua una vez al dia.

— Extracto de hoja de achicoria (CLE) 100, 200 o 400 mg/kg: los ratones fueron alimentados con una dieta rica en
grasas y se les administré6 CLE una vez al dia a la dosis de 100, 200 o 400 mg/kg de peso corporal.

Resultados
Glucosa en sangre (Figura 6)

Después de una semana de dietas (dia 7), la glucemia en ayunas de los ratones sometidos a una dieta rica en
grasas fue significativamente mayor (159 * 3,9 mg/dl) que la de los ratones sometidos a una dieta normal (109 + 3,6
mg/dl). A partir de entonces, esta diferencia se mantuvo practicamente constante en todo el estudio.

El extracto de hoja de achicoria redujo la glucemia de los ratones prediabéticos del dia 14 al dia 42. Este efecto
aumento con la dosis de CLE y es significativo en todo el estudio, para las 3 dosis. Al final del estudio, la glucemia
alcanz6 187 + 3,2, 177 + 3,1, 171 + 6,3 mg/dl para 100, 200 y 400 mg/kg, respectivamente, en comparacion con 200
+ 5,4 mg/dl para el control.

Conclusiones

El extracto de hoja de achicoria (CLE) redujo notablemente la hiperglucemia en ayunas inducida por el consumo
cronico de dieta rica en grasas en ratones de forma dependiente de la dosis. Este efecto ya es significativo con la
dosis mas baja probada: 100 mg/kg de peso corporal.

Ejemplo 6: Los extractos de hoja de achicoria (CLE) que contienen niveles bajos de acido chicérico son
menos efectivos para reducir la glucosa en sangre

Materiales y métodos
CLE con nivel bajo de acido chicérico - Proceso de extraccion (no de acuerdo con la invencion)

Se extrajo CLE con nivel bajo de acido chicérico siguiendo el proceso de extraccion presentado en el Ejemplo 2,
excepto que no se realizé la etapa de escaldado antes de cortar. En consecuencia, las polifenol oxidasas de la
planta no se inactivaron, lo que lleva a un nivel mas bajo de polifenoles. EI CLE con nivel bajo de acido chicérico
contenia 1,05 % de acido chicérico.

CLE - Proceso de extraccion

El CLE se extrajo siguiendo el proceso de extraccion presentado en el Ejemplo 2. EI CLE contenia 4,68 % de acido
chicorico.

Protocolo farmacoldgico

El protocolo es comparable al del Ejemplo 4, pero los ratones C57BL/6 se sometieron a una dieta rica en grasas
durante 1 semana para inducir prediabetes antes del inicio del tratamiento. A continuacion, se administraron CLE y
CLE con nivel bajo de acido chicérico durante 3 semanas mediante sonda oral a una dosis de 200 mg/kg de peso
corporal.

Resultados
Efecto sobre la glucemia en ayunas (Figura 7)

Después de una semana de dietas, la glucemia en ayunas de los ratones sometidos a una dieta rica en grasas
(159,6 + 4,9 mg/dl) fue significativamente mas alta (p <0,001) que la de los ratones sometidos a una dieta normal
(95,2 + 4 mg/dl). Estos resultados confirman el hecho de que los ratones con dieta rica en grasas eran
hiperglucémicos al inicio del tratamiento.

El CLE redujo la glucemia de los ratones prediabéticos en un 31,5 % de media (% de reduccién para volver a los
valores normales observados con el control normal). Este efecto fue claramente significativo desde la primera
semana de tratamiento y dur6 hasta el final del estudio (véase la Figura 7: *p<0,05 en el Dia 7 y ***p<0,001 en el Dia
14y 21).

Por el contrario el CLE con nivel bajo de acido chicorico tuvo un efecto mucho menor. Redujo la glucemia en ratones

prediabéticos en un 10,6 % de promedio. Este efecto fue significativo en el Dia 14 (ver Figura 7: *p <0,05) pero no en
el Dia 7 nien el 21.

10
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Conclusiones

Los ratones C57BL/6 sometidos a dieta rica en grasas durante 1 semana se convirtieron en hiperglucémicos. El
extracto de hoja de achicoria (CLE; que contiene 4,68 % de acido chicdrico) a una dosis de 200 mg/kg de peso
corporal redujo notablemente la hiperglucemia y este efecto esta relacionado con la presencia de una cantidad
suficiente de acido chicdrico en el extracto, ya que el CLE con nivel bajo de acido chicérico (que contiene 1,05 % de
acido chicorico) fue poco eficiente.

Por lo tanto, el acido chicérico es uno de los componentes del CLE que es importante para la eficacia del extracto.
Es necesaria una cantidad suficiente de acido chicérico en el extracto para observar un efecto sobre la reduccién de
la glucemia.

Ejemplo 7: El acido chicérico purificado (25 %) no es eficaz para reducir la glucosa en sangre

Materiales y métodos

Acido chicérico purificado (25 %)

El acido chicdrico purificado se obtuvo de una fuente comercial. Brevemente, los polifenoles extraidos de una fuente
vegetal se purificaron en una resina adsorbente lo que dio lugar a un producto rico en polifenoles y que contiene
alrededor del 25 % de acido chicorico.

Protocolo farmacoldgico

El protocolo es comparable al del Ejemplo 4, pero los ratones C57BL/6 se sometieron a una dieta rica en grasas
durante 1 semana para inducir hiperglucemia antes del inicio del tratamiento. A continuacion, se administré acido
chicérico purificado al 25 % durante 8 semanas mediante sonda oral a una dosis de 200 mg/kg de peso corporal.
Resultados

Efecto sobre la glucemia en ayunas (Figura 8)

A diferencia del CLE, el acido chicérico purificado (25 %) no tuvo ningln efecto sobre la glucemia en ayunas de los
ratones prediabéticos incluso después de 8 semanas de tratamiento (Figura 8).

Conclusiones
Por lo tanto, aunque el acido chicérico es un componente esencial para la eficacia del CLE, no es suficiente. Los
cofactores, que se suprimen en la purificacion del acido chicérico, también son importantes para el efecto del CLE en

la reduccion de la glucemia en ayunas en ratones prediabéticos.

Ejemplo 8: Los extractos de hojas de achicoria (CLE) son mas potentes que un extracto de hojas de Echinacea
(EchLE)

Materiales y métodos

Extracto de Hoja de Echinacea (EchLE) - Proceso de extraccion

El EchLE se extrajo siguiendo el proceso de extraccion presentado en el Ejemplo 1. El EchLE contenia 3,32 % de
acido chicorico.

Extracto de hoja de achicoria (CLE) - Proceso de extraccion

El CLE se extrajo siguiendo el proceso de extraccion presentado en el Ejemplo 2. EI CLE contenia 4,68 % de acido
chicorico.

Protocolo farmacoldgico

El protocolo es idéntico al del Ejemplo 6. Los ratones C57BL/6 se sometieron a una dieta rica en grasas durante 1
semana para inducir la prediabetes antes del inicio del tratamiento. A continuacion, se administraron CLE y EchLE
durante 3 semanas mediante sonda oral a una dosis de 200 mg/kg de peso corporal.

Resultados

Efecto sobre la glucemia en ayunas (Figura 9)

El extracto de CLE redujo la glucemia de los ratones prediabéticos en un 31,5 % de media (% de reduccion para

volver a los valores normales observados con el Control Normal). Este efecto fue claramente significativo desde la
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primera semana de tratamiento y dur6 hasta el final del estudio (véase la Figura 9: *p<0,05 en el Dia 7 y ***p<0,001
en el Dia 14y 21).

El EchLE present6 un efecto mucho menor. Redujo la glucemia en ratones prediabéticos en un 13,1 % de media.
Este efecto fue significativo en el dia 21 (véase la Figura 9: *p<0,05) pero no en el dia 7 ni en el 14.

Insulina sanguinea y resistencia a la insulina (Figura 10)

Al final del periodo de tratamiento (dia 21), la insulinemia en ayunas también se incremento significativamente con la
dieta rica en grasas, alcanzando 5,26 + 0,27 ng/ml en comparacién con 2,43 + 0,20 ng/ml para ratones con dieta
normal. En consonancia con estos aumentos en la glucemia en ayunas y la insulinemia, el indice de resistencia a la
insulina (HOMA-IR) se multiplicé por 3, lo que demuestra que los ratones eran claramente resistentes a la insulina al
final del protocolo.

El CLE redujo significativamente el nivel de insulina en la sangre en ayunas inducido por la dieta rica en grasas
hasta 4,16 + 0,23 ng/ml (Figura 10: **p<0,01). Por lo tanto, de acuerdo con el indice de resistencia a la insulina
HOMA-IR, el CLE redujo en un 45,9 % la resistencia a la insulina inducida por una dieta rica en grasas en ratones
prediabéticos (Figura 10: ***p<0,001).

En la misma condicion, el EchLE redujo ligeramente la insulinemia hasta 4,16 + 0,24 ng/ml, pero este efecto no es
estadisticamente significativo. Ademas, la resistencia a la insulina no se redujo significativamente en un 18,7 %
(Figura 10).

Conclusiones

El extracto de hoja de achicoria (CLE; que contiene 4,68 % de acido chicérico), en una dosis de 200 mg/kg de peso
corporal, redujo notablemente la hiperglucemia, la hiperinsulinemia y la resistencia a la insulina de ratones
prediabéticos. Estos efectos estan asociados con la presencia de una cantidad suficiente de acido chicérico en el
extracto, pero también con el origen de la achicoria del extracto, ya que el extracto de hoja de Echinacea (EchLE),
que contiene una cantidad bastante elevada de acido chicérico (3,32 % de acido chicdrico), es mucho menos
eficiente. Los cofactores, presentes en el género Cichorium pero no en el género Echinacea, son importantes para
los efectos del CLE.

En conjunto, estos resultados muestran que el acido chicérico y los cofactores en el extracto proveniente del género
Cichorium son importantes para la eficacia del CLE.

12
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REIVINDICACIONES

1. Un extracto hidroetandlico de las partes aéreas de una planta del género Cichorium que comprende los acidos
fendlicos acido chicodrico, acido caftarico y acido clorogénico, y los flavonoides quercetina y luteolina, en donde la
cantidad de acido chicérico es mayor o igual a 30 g/kg del peso seco del extracto, y opcionalmente un vehiculo, y en
donde el disolvente de extraccion es etanol/agua en un intervalo de 60/40 a 40/60 v/v y las partes aéreas estan
secas o estan frescas y escaldadas.

2. El extracto de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la cantidad de acido caftarico es mayor o igual a 2,5 g/kg
del peso seco del extracto.

3. El extracto de acuerdo con las reivindicaciones 1 o 2, en el que la cantidad de acido clorogénico es mayor o igual
a 1 g/kg del peso seco del extracto.

4. El extracto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la cantidad de flavonoides en el
extracto, expresada en términos del patron correspondiente de quercetina, es mayor o igual a 4,5 g/kg del peso seco
del extracto.

5. Un método para la preparacién de un extracto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4,
comprendiendo dicho método

a) poner en contacto las partes areas trituradas de una planta del género Cichorium con un disolvente de
extraccion,

b) filtrar los sélidos y recoger el extracto de disolvente,

c) opcionalmente lavar los sélidos agitando con un disolvente de extraccion,

d) opcionalmente filtrar los sdlidos y recoger el extracto de disolvente,

e) combinar los extractos de disolvente y eliminar los residuos no solubles,

f) concentrar los disolventes,

g) enriquecer opcionalmente los compuestos fendlicos que comprenden el extracto, en particular mediante
precipitacion usando alcohol de grado alimenticio,

h) filtrar y evaporar el filtrado, y

i) recuperar el extracto seco,

en donde el método se realiza a una temperatura que varia de 40 a 60 °C y el disolvente de extraccion es
etanol/agua en un intervalo de 60/40 a 40/60 v/v y las partes aéreas de la planta estan secas o estan frescas y
escaldadas.

6. El método de acuerdo con la reivindicacién 5, en el que la planta del género Cichorium se selecciona del grupo
que consiste en plantas de la especie Cichorium intybus, plantas de la especie Cichorium endivia y mezclas de las
mismas.

7. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 5 a 6, en el que el disolvente de extraccion
comprende agua y etanol en una relacion en volumen de agua/etanol de 50/50.

8. Un extracto de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, para su uso en un tratamiento
seleccionado del grupo que consiste en:

- un tratamiento curativo o profilactico del control del peso corporal y/o del aumento de peso,

- un tratamiento curativo o profilactico del aumento del almacenamiento de grasa y/o del higado graso,
- un tratamiento curativo o profilactico de la pre-diabetes, y

- un tratamiento curativo o profilactico del sindrome metabdlico.

9. Un extracto de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, para su uso en un tratamiento seleccionado del grupo
que consiste en:

- un tratamiento curativo o profilactico del nivel alto de triglicéridos en el higado,
- un tratamiento curativo o profilactico de la hipertrigliceridemia,

- un tratamiento curativo o profilactico de la hiperglucemia,

- un tratamiento curativo o profilactico de la hiperinsulinemia, y

- un tratamiento curativo o profilactico de la resistencia a la insulina.
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